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RESUMO

O Jejum Intermitente (JI) € uma estratégia milenar de carater religioso e cientifico, que consiste
em periodos intercalados de ingestdo Ad Libitum e momentos de privacdo alimentar, e tem
ganhado a atencdo académica devido aos seus possiveis efeitos sobre a perda ponderal e
otimizacdo metabdlica. No entanto, pouco tem sido estudado sobre seus efeitos no sistema
nervoso central. Acredita-se que o JI possa contribuir para a potencializacdo de parametros
cognitivos e comportamentais, de modo a favorecer a sintese de proteinas neuroprotetoras e
melhorar 0os mecanismos envolvidos nos processos de ansiedade e memoria. Este estudo prop6s
investigar os impactos do JI sobre os comportamentos de ansiedade e memoria de 37 ratos
animais (ratos Wistar). Os animais foram divididos em grupo Controle (Ad Libitum), grupo JI
24h e grupo JI 16h, sendo os dois ultimos grupos citados submetidos ao jejum em dias
alternados, com duracdo de 24h/dia e 16h/dia, respectivamente. O JI teve inicio apds o
desmame, quando os animais tinham idade aproximada de 24 dias e durou até o 80° dia de vida
dos ratos, com afericdo do consumo e peso corporal a cada 2-3 dias, do inicio ao fim do jejum.
Os testes de Campo Aberto, Reconhecimento de objetos e Labirinto em Cruz Elevado foram
realizados quando os ratos tinham idade aproximada de 85 dias. No que se refere ao consumo
de racdo e ganho de peso, ambos 0s grupos apresentaram resultados semelhantes. Foram
observadas diferencas significativas no nimero de entradas no centro e tempo gasto no centro,
no teste de Campo Aberto pelos grupos submetidos ao JI em comparacéo ao grupo Controle,
sendo demonstrada maior existéncia do comportamento de ansiedade nos animais com privagédo
alimentar. De modo semelhante, no teste do Labirinto em Cruz Elevado, foi constatado menor
numero de entradas e menor tempo gasto nos bracgos abertos nos animais participantes do Jl,
indicando maior presenca do comportamento ansioso. Nos testes referentes & memoria, 0s
animais do grupo jejum sinalizaram menor frequéncia de indices de discriminagdo positivos,
sugerindo que esses animais manifestaram menos capacidade de memorizacdo, quando
comparados aos dos grupos controle. Os resultados indicam que o JI ndo somente propiciou
maior incidéncia do comportamento de ansiedade e menor capacidade de memorizagdo, como
também ndo foi eficiente na diminuigdo significativa do consumo de rag¢do a longo prazo e peso

corporal, contrastando com os possiveis efeitos apontados na literatura, para animais adultos.

Palavras-chave: Jejum intermitente; comportamento; ganho ponderal; ansiedade; memoria.



ABSTRACT

Intermittent Fasting (IF) is an ancient strategy of a religious and scientific nature, which consists
of interspersed periods of Ad Libitum intake and moments of food deprivation, and has gained
academic attention due to its possible effects on weight loss and metabolic optimization.
However, little has been studied about its effects on the central nervous system. It is believed
that IF can contribute to the enhancement of cognitive and behavioral parameters, in order to
favor the synthesis of neuroprotective proteins and improve the mechanisms involved in anxiety
and memory processes. This study proposed to investigate the impacts of IF on the anxiety and
memory behaviors of 37 animal rats (Wistar rats). The animals were divided into a Control
group (Ad Libitum), IF 24h group and IF 16h group, with the last two groups mentioned being
submitted to fasting on alternate days, lasting 24h/day and 16h/day, respectively. The IF began
after weaning, when the animals were approximately 24 days old, and lasted until the 80th day
of life of the rats, with measurement of consumption and body weight every 2-3 days, from the
beginning to the end of the fasting period. The Open Field, Object Recognition and Elevated
Cross Maze tests were performed when the rats were approximately 85 days old. With regard
to feed intake and weight gain, both groups showed similar results. Significant differences were
observed in the number of entrances to the center and time spent in the center, in the Open Field
test by the groups submitted to IF compared to the Control group, demonstrating a greater
existence of anxiety behavior in animals with food deprivation. Similarly, in the Elevated Cross
Maze test, a smaller number of entries and less time spent in the open arms were observed in
the animals participating in the IF, indicating a greater presence of anxious behavior. In tests
related to memory, animals in the fasting group showed a lower frequency of positive
discrimination indices, suggesting that these animals showed less memory capacity when
compared to those in the control groups. The results indicate that the IF not only provided a
higher incidence of anxiety behavior and lower memory capacity, but it was also not efficient
in significantly reducing long-term feed intake and body weight, contrasting with the possible

effects pointed out in the literature, for adult animals.

Keywords: Intermittent fasting; behavior; weight gain; anxiety; memory.
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1 INTRODUCAO

A ansiedade é um mecanismo adaptativo dos mamiferos que provoca no individuo um
estado de excitacdo e vigilancia. A ansiedade € gerada a partir da interacao entre redes cerebrais,
envolvendo regides neurais especificas, a fim de contribuir para a manutengdo da cautela e
propiciar a convivéncia com ameacas subsequentes (ZHANG et al., 2021). Sabe-se que a
etiologia da ansiedade é multifatorial e pode ser originada por fatores ambientais e componentes
genéticos. Estudos apontam que regides neurais como o ndcleo do leito da estria terminal, a
amigdala, o hipocampo e suas ligaces com o cortex pre-frontal e insula estdo diretamente
associadas ao desenvolvimento da ansiedade e dos seus transtornos (ROBINSON et al., 2019).

O excesso de ansiedade é diagnosticado como uma desordem psiquiatrica que ganhou
notoriedade na sociedade contemporanea devido ao crescimento do nimero de pessoas
portadoras de transtornos de ansiedade e as suas consequéncias. Nos dias atuais, a ansiedade
como transtorno pode ser classificada em: Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG),
Transtorno de Panico (TP), Transtorno de Ansiedade Social (TAS), Agorafobia e Fobia
Especifica (FE) (MUFFORD et al.,, 2021). O TAG é apontado como o transtorno mais
prevalente na populacdo mundial, sendo associado a diminuicao da produtividade em ambiente
laboral, ao aumento do uso dos servicos de saude, a comorbidade significativa e prejuizos
causados por incapacidade (MOHAMMADI et al., 2020).

O crescimento do numero de pessoas ansiosas € observado frequentemente apds
situacOes problematicas que desestabilizam a salde da populacdo e indicam risco de morte
iminente, como foi considerado apos o surto de gripe aviaria na Franca, Ebola em Serra Leoa e
COVID-19 em todo 0 mundo (SEPULVEDA-LOYOLA et al., 2020). Durante a pandemia de
Coronavirus (COVID-19), foi observado um aumento na prevaléncia da ansiedade em todo o
mundo. Uma revisdo sistematica identificou que 31,9% da populacdo asiatica e europeia
apresentavam ansiedade, chegando préoximo ao percentual de pessoas com depressdo,
conhecida como a doenca do século, sendo as mulheres mais propensas ao quadro ansioso
(SALARI et al., 2020). De acordo com a pesquisa realizada por Barros e colaboradores (2020),
aproximadamente 50% dos adultos brasileiros experimentaram uma sensacdo de ansiedade
frequente no ano de 2020, sendo em sua maioria mulheres.

A memoria por sua vez, também estd relacionada com estruturas encefalicas que
apresentam associa¢do com a ansiedade, sendo elas vitais para a sua efetividade e consolidagéo
(ROESLER et al., 2021, p. 107490). A memorizacdo capacita os individuos a se guiarem de

forma adaptativa por meio de experiéncias anteriores, de modo que sejam priorizadas as
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informacdes mais relevantes para a manutencdo da sobrevivéncia e obtengdo de resultados
positivos (COWAN et al., 2021). Entretanto, esse mecanismo cerebral é comprometido nos
portadores de doencas neurodegenerativas, €, CoOmo consequéncia, surgem o esquecimento e a
despersonalizacdo do individuo como ser pensante, sociavel, comunicativo e sensivel. Miller
(2021) caracteriza a memdria como um evento de aprendizado que altera o sistema nervoso de
um animal de forma que, posteriormente, quando submetido a estimulos semelhantes aos
outrora aprendidos, seu comportamento apresentaria dessemelhanca ao de outro animal que ndo
experimentou o evento de aprendizado; logo, compreende-se que existe uma relacdo muito
estreita entre aprendizagem e memodria.

Os processos de aprendizagem e memoria tém sido apontados pelos estudiosos como
meios imprescindiveis para a potencializacdo de habilidades individuais, definicdo de
personalidade e prevencdo de psicopatologias. Bessieres e colaboradores (2020) afirmam que
apesar de todos os individuos terem vivenciado o aprendizado geral sobre pessoas,
acontecimentos, espaco e tempo, as experiéncias especificas e individuais a que sao submetidos
durante a infancia, contribuem para a expressdo das habilidades individuais de aprendizagem e
memoria. Ademais, a memoria é apontada como um recurso essencial para a formacdo do
carater humano, contribuindo significativamente com a sua capacidade de forjar um senso de
identidade e de torna-los seres pensantes, sociaveis, comunicativos, sensiveis, dotados de
competéncias funcionais, aptos a tomar decisdes, tragcar planejamentos e resolver problemas.

Assim como a ansiedade, a memoria é fortemente influenciada pelo estresse. Os
estudos revelam que eventos estressantes induzem alterac@es fisiologicas que levam a elevacéo
dos niveis de adrenalina, noradrenalina e cortisol na corrente sanguinea, por meio da ativacdo
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). Com o aumento do glicocorticoide produzido pela
glandula adrenal, o hipocampo e a amigdala sdo diretamente afetados, resultando em prejuizos
aos processos de memoria e emocionais (KLIER; BURATTO, 2020).

Todavia, Raffington e colaboradores (2020) relatam que os impactos do estresse na
memoria podem ser positivos ou negativos, a depender do tempo entre o inicio do estresse e da
codificagdo da memdria (obtengdo das informacdes). Sendo assim, a memorizacdo pode ser
estimulada se o atraso entre o comeco do episddio estressor e a codificacdo for curto, caso
contrario, a memorizacao é prejudicada.

Contudo, embora haja larga discussdo na literatura sobre o papel de agentes estressores
em viabilizar o estimulo & ansiedade e danificar o estabelecimento eficaz da memoria e a
capacidade de memorizacdo, algumas estratégias alimentares e de estilo de vida como o Jejum

Intermitente (JI), podem influenciar ansiedade e memdria em camundongos adultos, de modo
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a auxiliar seu controle e prevencdo (SHOJAIE; GHANBARI; SHOJAIE, 2017; ANDIKA et
al., 2021; BERTHELOT et al., 2021).

O JI consiste em momentos de revezamento entre ingestdo alimentar e jejum de
diversos tipos (ZANG; HE; XUE, 2022). Usualmente, sdo utilizados padrdes de JI com 24 ou
16 horas, ou jejum em dois dias da semana, intercalados com dias de alimentacéo a vontade ou
com recomendagdes caldricas especificas, sendo considerada uma estratégia alimentar exitosa
no tratamento de algumas doencas cronicas e que pode ser integrada ao estilo de vida
(MORALES-SUAREZ-VARELA et al., 2021).

Apesar dos estudos recentes apontarem o JI como uma abordagem terapéutica nédo
farmacoldgica Util no controle de diversas doencas, as pesquisas com evidéncias a longo prazo
sdo limitadas (LIU; LIU; HEILBRONN, 2020). Sao igualmente limitados os estudos
envolvendo o uso do JI durante o desenvolvimento do sistema nervoso central. No entanto,
espera-se que investigacdes possam ser desenvolvidas para apoiar os resultados atualmente
obtidos, confirmando que o JI pode ser um grande aliado na melhora dos comportamentos de
ansiedade e memoria.

Sendo assim, o presente estudo busca elucidar a relacdo entre o JI e seus possiveis
efeitos sobre o comportamento de ansiedade e memodria, a partir de uma abordagem
experimental em ratos albinos em desenvolvimento, tendo em vista a consideravel contribuigdo
que a experimentacdo animal proporciona ao desenvolvimento de terapias eficazes ao

tratamento humano.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Comportamento de ansiedade e memoria: estudos experimentais

A experimentacdo ou pesquisa animal surgiu nas regides do Egito e Grécia antiga como
um meio para explicar e reproduzir fendmenos fisioldgicos e comportamentais similares aos
vivenciados pelos seres humanos, mas que ndo poderiam ser testados em humanos devido a
proibicdo da violacdo do corpo humano. As pesquisas contemporaneas envolvendo animais
passam por uma rigida analise dos Comités de Etica e contribuem significativamente para o
avanco da ciéncia e desenvolvimento de terapias que visam otimizar a salde humana
(PETETTA; CICCOCIOPPO, 2020).
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No Brasil, o 6rgdo que dispGe sobre a regulamentacdo das unidades de ensino e
estabelece critérios e procedimentos necessarios para o0 uso da pesquisa animal é chamado de
Conselho Nacional de Controle e de Experimentacdo Animal (CONCEA), definido pelo
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdes, de acordo com o Decreto 10.139, de 28 de
dezembro de 2019. O desenvolvimento de pesquisas ligadas ao estudo do comportamento
animal e humano tem sido bastante ampliado ao longo dos anos, a fim de elucidar os
mecanismos participantes das demandas comportamentais.

Os testes comportamentais sdo de grande significancia para o entendimento da
fisiopatologia de vérios transtornos neuropsiquiatricos como os distirbios de ansiedade
(ACIKGOZ; DALKIRAN; DAYI, 2022). Entende-se que a ansiedade contribui para a
reproducédo de padrbes comportamentais especificos, de modo a caracterizar uma populacdo ou
individuo como portador de sintomas ansiosos.

Estudos realizados com humanos identificaram que pessoas muito ansiosas
apresentam comportamentos alimentares restritivos e emocionais, preocupagdo excessiva,
distarbios de sono, irritabilidade, dificuldade de concentracdo e cansaco precoce,
desencadeados por uma série de fatores das esferas fisicas, psicoldgicas ou fisioldgicas. Isto
pode colocar em risco a sua sobrevivéncia (KALKAN UGURLU et al., 2020; ALNEYADI et
al., 2021).

De modo correspondente, quando submetidos a testes experimentais que objetivam
avaliar padrbes comportamentais semelhantes a ansiedade, animais de laboratério (ratos)
tendem a apresentar comportamentos do tipo autolimpeza, evitacdo dos bragos abertos no
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e “reagio de congelamento” (LEON-RODRIGUEZ et al.,
2022; ZHVANIA et al., 2022).

Os inumeros estudos dedicados a memaria animal tém avaliado o tipo e a influéncia
que certas variaveis exercem sobre este campo da cognicdo. Sendo assim, faz-se necessario
compreender o seu funcionamento, que diz respeito a aquisi¢do, armazenamento e recuperagédo
de informagdes. Sabe-se que h& uma associacdo direta entre memoria e aprendizagem, tendo
em vista que o que é aprendido é comumente armazenado para posterior utilizagdo (LEBOIS et
al., 2020).

A memoria episodica, por exemplo, que compreende a aptiddo do animal em
lembrar de episddios vivenciados, foi avaliada por Crystal (2021). De acordo com Chao e
colaboradores (2020), esse tipo de memoria esta presente em roedores, visto que eles
estabelecem uma associagdo entre a memoria e a experiéncia de um acontecimento ou objeto,

em um lugar e momento especifico. Contudo, a vinculagdo entre memorias de uma mesma
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janela temporal pode ser prejudicada por algumas interferéncias, como demonstrado por SHEN
et al. (2022), que observaram uma diminuicdo da associa¢do entre memdrias, diminuicdo esta
que foi ocasionada pela expressdo tardia de um receptor imunoldgico contido numa area
hipocampal denominada CA1.

A aptiddao de recuperacdo de informacgdes sobre a disposicdo e organizagdo de
ambientes internos ou externos, e que possibilita a navegacao dentro dos espacos € denominada
de memodria espacial (BALCEREK; WLODKOWSKA; CZAJKOWSKI, 2021). Esse tipo de
memoria € conduzido por um sistema de estruturas cerebrais que envolve o hipocampo, o cértex
pré-frontal e uma regido da parte média do talamo, denominada de ndcleo reuniens (GRIFFIN,
2021). Alemohammad e colaboradores (2022) sugerem que a dieta pode ser capaz de modular
a memoria espacial, como ja observado em alguns estudos de experimentacdo animal; contudo,
mais pesquisas sao necessarias para explicar os resultados.

A memoria de trabalho remete a uma rede que preserva representacdes mentais
provisoriamente para 0 seu uso em pensamentos e a¢des (FORSBERG; GUITARD; COWAN,
2020). Kofler et al. (2020) referem-se a memoria de trabalho como o manejo ativo das
informacdes referentes a memaria de curto prazo com funcdes interligadas do cortex pré-frontal
que guiam 0 comportamento através da atualizagdo, processamento e manipulacdo momentanea
de informacdes intrinsecas.

Quanto a duracdo, a memaria pode ser dividida em memoria de curto prazo e memoria
de longo prazo. A primeira, diz respeito a capacidade reduzida de armazenamento de poucas
informacBes em um curto periodo de tempo (SCHWORER et al., 2022). A segunda, por sua
vez, refere-se ao armazenamento permanente e ilimitado de informagdes (LOAIZA;
DOHERTY; HOWLETT, 2020). Ambas, podem estar relacionadas com 0s processos que
envolvem as memdrias episodicas, de trabalho e espaciais (COTTON; RICKER, 2022; LIU et
al., 2021; YANG et al., 2022).

Sabe-se que existem métodos que colaboram para a otimizacdo da memoria de
modelos animais, como € o caso do exercicio fisico (FERNANDES et al., 2020). Alem disso,
mecanismos de estimulagéo cerebral podem ser eficazes na manutengdo da memoria, como a
estimulacgdo elétrica e magnética transcranianas, e a estimulacdo acustica (MALKANI; ZEE,
2020).

Diversas investigacdes experimentais sdo feitas por meio da analise comportamental,
objetivando a reproducédo de padrbes comportamentais ansiosos semelhantes entre humanos e
animais. Varios estudos buscam explicar as relagdes entre o comportamento ansioso de ratos e

certas variaveis ambientais. Nakagawa e colaboradores (2020) avaliaram parametros ansiosos
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em ratos aclimatados ao calor e sua associacdo com diferentes temperaturas. Zhou e
colaboradores (2022) observaram a diminui¢do da ansiedade por meio da eletroacupuntura.
Foudah e colaboradores (2022) analisaram a capacidade de um fitoterapico em melhorar a
ansiedade. Hallem e colaboradores (2019) implementaram uma dieta rica em gordura e
obtiveram reducéo da ansiedade em ratos.

Sabe-se que 0 mecanismo de desenvolvimento da ansiedade em ratos é ainda muito
questionado e discutido. Scholl e colaboradores (2019) apontam que comportamentos
semelhantes a ansiedade em ratos podem sofrer influéncia do sexo, do tipo do teste empregado
e das alteracGes hormonais no ciclo estral das fémeas.

De modo semelhante, a lactacdo desfavoravel, ou seja, a lactacdo em ninhadas grandes
também pode incentivar a maior incidéncia do comportamento ansioso, como atestaram
Benevides e colaboradores (2020). Ademais, outro estudo descreve que a ansiedade é mais
observada em ratos adolescentes precoces e tardios, com idade pds-natal entre 38 e 50 dias, do
que em ratos adultos com idade pos-natal entre 88 e 98 dias (BISHNOI; OSSENKOPP;
KAVALIERS, 2020).

A etiologia da ansiedade estudada em experimentos envolvendo animais pode ser
diversa assim como em humanos. O perfil comportamental ansioso dos animais pode ser
modificado durante as janelas temporais de desenvolvimento que ocorrem na adolescéncia,
através da administracdo de opioides. Os dados de Khani et al. (2022), apresentam a inducao
do comportamento do tipo ansiedade em ratos Wistar machos adolescentes (PND 31-40), a
partir de exposi¢do prolongada a morfina.

A oxandrolona, um esterdide sintético derivado da testosterona, pode estimular a
ansiedade, tanto se administrada em doses terapéuticas, como se administrada em doses
excessivas, como observado por Bernardina et al. (2021) em seu estudo com animais
experimentais. Alguns compostos organicos como o acido 3-nitropropiénico sdo indicados
como possiveis agentes desencadeadores da ansiedade em um modelo de ratos machos e fémeas
com doenga de Huntington, como constatado por Khodagholi e colaboradores (2020). Diante
disso, percebe-se a necessidade de se entender os principais fatores causais que propiciam o
desenvolvimento do comportamento ansioso, a fim de que um melhor tratamento possa ser
aplicado.

Os métodos que envolvem o manuseio da alimentagdo também podem auxiliar no
desenvolvimento cognitivo e na salde cerebral, de modo que, se um organismo for submetido
a privacdo alimentar ou desnutricdo, o individuo pode apresentar déficits cognitivos

(ROBERTS et al., 2020). No entanto, a privacdo do consumo alimentar em determinados
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periodos, como é o caso do JI, utilizada como técnica por profissionais competentes e de
maneira intencional, parece induzir, em organismos adultos, respostas benéficas & manutencdo

e promocdo da saude.

2.2 Jejum Intermitente: religido, ciéncia e saude

A busca pela préatica do JI como estratégia alimentar alcanca curvas crescentes e intenta
a padronizacdo de metodologias seguras e eficazes. Sendo assim, o JlI apresenta algumas
categorizacOes: jejum religioso; jejum em dias alternados; jejum modificado em dias
alternados; jejum duas vezes a cada semana, sendo também chamado de dieta 5:2; jejum
periddico modificado; alimentacdo com restricdo de tempo (DOTE-MONTERO; SANCHEZ-
DELGADO; RAVUSSIN, 2022).

Embora muitas culturas tenham se utilizado do jejum com um significado religioso, nos
ultimos anos, 0 jejum intermitente se apresenta como uma estratégia alimentar direcionada
inicialmente a perda ponderal e otimizacdo da salude metabolica, que consiste na alternancia
entre periodos de jejum e periodos de ingestdo alimentar (HODDY et al., 2020).

Muitos povos e sociedades antigas fizeram o uso do jejum com um significado
majoritariamente religioso, que simboliza autodisciplina, gratidao e que também € visto como
uma forma de sacrificio (VENETSANOPOULOU; VOULGARI; DROSOS, 2019). A primeira
prética do jejum registrada pelos cristdos é documentada no livro de Exodo, quando o profeta
Moisés recebeu de Deus os 10 Mandamentos: ““ E esteve ali com 0 Senhor quarenta dias e
quarenta noites; ndo comeu pdo, nem bebeu agua, e escreveu nas tabuas as palavras da alianca,
os dez mandamentos” (BIBLIA, Exodo, 34, 28).

O jejum cristdo ortodoxo praticado na Grécia, alterna entre dieta mista e dieta
vegetariana com frutos do mar, e séo retirados da alimentacao os laticinios, as carnes e 0s ovos
por um periodo de 180 a 200 dias no ano, enquanto o consumo de leguminosas e cereais
aumentam (KOKKINOPOULOU et al., 2022).

Os achados clinicos resultantes do jejum da Igreja Cristd Ortodoxa (ICO) estdo
relacionados a melhora do desempenho cognitivo e graus mais baixos de ansiedade e depressao
em pessoas com idade entre os 40 e 55 anos (SPANAKI et al., 2021). Acredita-se que 0
exercicio do jejum cristdo ortodoxo, por proibir o consumo de determinados alimentos,
contribua para a existéncia de deficiéncias nutricionais, principalmente de fontes proteicas.
Todavia, uma revisdo de literatura constatou que além dos praticantes ndo apresentarem

deficiéncia de aminoacidos essenciais, eles possuiam perfis lipidicos mais saudaveis, melhor
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controle da pressdo arterial e reducdo de medidas antropométricas excessivas e IMC
(KOKKINOPOULOU; KAFATOS, 2021).

De modo semelhante, o islamismo dedica o nono més do seu calendario, o Ramad§,
a realizacdo do jejum, que é obrigatorio para os mulcumanos saudaveis, exceto mulheres
gravidas e lactantes. Esse jejum € praticado durante o periodo entre o amanhecer e o p6r do sol,
podendo durar aproximadamente 20 horas por dia (MAHMOOD et al., 2020). O Ramada esta
registrado no Alcordo e faz parte dos cinco pilares do Isld, com duracdo de 29 a 30 dias
(OOSTERWIIK et al., 2021). De acordo com o Alcordo, o Ramada é dedicado a evolucéo e
purificacdo espiritual, permitindo a distin¢éo entre o bem e o mal.

As repercussdes positivas do jejum islamico sinalizam a melhora das concentragdes
de horménios regulatérios intestinais que agem no ajuste da ingestdo alimentar e no gasto
energético como o peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1), o peptideo YY (PYY), a
colecistoquinina (CCK) e a leptina em homens com obesidade (ZOUHAL et al., 2020). Além
disso, as repercussdes causadas pelo jejum do Ramada ao nivel intestinal, ndo atua somente na
otimizacdo dos peptideos, mas também contribui para o desenvolvimento de cepas bacterianas
benéficas, para a diversidade da microbiota intestinal e diminuicdo do estado inflamatorio
(MOUSAVI et al., 2022).

O jejum em dias alternados intercala um dia de consumo com outro de restricdo de
alimentos e esta registrado em bibliografias como um importante regulador do metabolismo
glicidico secundario a melhora da resisténcia a insulina, por meio do aperfeicoamento da satde
intestinal (GAO et al., 2022). Basilio e colaboradores (2020) referenciam o JI em dias alternados
como uma intervencdo ndo farmacoldgica que nao s6 melhora a tolerancia a glicose, como
também atenua as modificagdes morfologicas cardiacas geradas pelo exercicio fisico, que
podem provocar disfungdes.

O desempenho do JI em dias alternados ndo consiste somente em minimizar aspectos
negativos relacionados ao exercicio fisico, como também parece potencializar aspectos
positivos, como foi relatado por Ezpeleta et al. (2023) que analisaram a reducéo da esteatose
hepética e a melhora de parametros glicidicos, todavia, os efeitos ndo foram os mesmos quando
0 jejum foi aplicado isoladamente.

A dieta 5:2 consiste na interrupc¢éo da alimentacdo em dois dias na semana e consumo
regular dos alimentos nos demais cinco dias da semana, com suas vantagens equivalentes a
restricdo alimentar diaria como apontado por Templeman et al. (2019). Um estudo de coorte
retrospectivo concluiu que a reducéo do peso corporal com a aplicacdo da dieta 5:2 € mais eficaz

a curto prazo do que a restricdo caldrica diaria em adultos com sobrepeso ou obesidade (KANG
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et al., 2022). Contudo, o jejum duas vezes por semana pode ocasionar algumas modificacdes
quanto a qualidade dos alimentos consumidos, como o aumento do consumo de proteinas e
sodio, consumo de micronutrientes abaixo das recomendacdes e diminuicdo da ingestdo de
alimentos fontes de fibras e carboidratos (SCHOLTENS et al., 2020).

Apesar da perda ponderal provocada pelo JI em dois dias da semana, a composi¢éo
corporal parece néo ser afetada, ndo havendo modificagdes nas massas gorda e livre de gordura
(WITJAKSONO; PRAFIANTINI; RAHMAWATI, 2022). Outros desfechos sao relatados com
a utilizacdo da dieta 5:2 em pessoas com esteatose hepatica, como a melhora da rigidez do
figado, reducdo dos niveis de LDL-colesterol, eficAcia na reducdo da esteatose e maior
tolerancia (HOLMER et al., 2021).

A alimentacdo com restricdo de tempo diz respeito ao protocolo de JI que restringe o
consumo de alimentos a uma quantidade determinada de horas chamada de janela de
alimentacéo e outro intervalo de tempo entre 12 a 18 horas dedicado ao jejum (HEPLER et al.,
2022; LEE et al., 2020). Assim como outro modelos de JI, a limitagdo da oferta de alimentos a
10 horas pode estar associada ao enriquecimento de um estilo de vida saudavel, com evidéncias
que apontam para a melhora de parametros cardiometab6licos em pessoas que ja possuem um
certo grau de comprometimento fisioldégico, como é o caso dos portadores de sindrome
metabolica (WILKINSON et al., 2020).

O aproveitamento do JI com alimentacdo restrita a0 tempo em pessoas que estdo
desreguladas metabolicamente € bastante discutido na literatura. Li e colaboradores (2021)
demonstram a eficiéncia deste tipo de JI em promover reducdo do peso corporal, melhora de
indices ligados ao metabolismo glicidico e de irregularidades do ciclo menstrual em mulheres
com Sindrome do Ovario Policistico (SOP). A utilizacéo desse tipo de estratégia alimentar ndo
traz repercussdes somente na remediacdo de disturbios metabolicos e enddcrinos, mas também
na prevencgdo dos mesmos (MANOOGIAN et al., 2021).

A eficacia do JI em estimular a perda ponderal é largamente evidenciada na
literatura. Os beneficios da pratica do jejum podem ser aliados na terapia da obesidade e na
melhora do controle glicémico (WELTON et al, 2020). Freire (2020) descreve o sucesso do Jl
em promover perda de peso a curto prazo, contudo, a longo prazo equipara-se as demais dietas
que favorecem a diminuigéo do peso corporal, e que deve ser utilizado com precaucdo a fim de
moderar 0s seus efeitos adversos. Ademais, as principais formas de aplicagcdo do JI produzem
perda de peso de leve a moderada, sendo a perda mais observada em periodos curtos (VARADY
etal., 2022).
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O crescimento dos eventos cardiovasculares tem agucado a elaboracdo de métodos
terapéuticos que possam prevenir o acontecimento de problemas que comprometam a salde
cardiovascular. Diante disso, alguns pesquisadores chegaram a conclusdo de que o JI pode
desenvolver um papel cardioprotetor importantissimo, por atuar na diminuicdo do estresse
oxidativo, otimizacao da cetogénese e ritmos circadianos (DONG et al., 2020). Além disso, 0s
beneficios cardiometabolicos descritos na literatura giram em torno da diminuicdo da
resisténcia a insulina e pressao arterial, melhora da perda de peso e controle do colesterol
(VARADY etal., 2021).

Apesar da grande resisténcia dos individuos portadores de cancer em entender o
manejo da alimentagdo como parte do tratamento da doenga, devido a dificuldade de adeséo a
dietoterapia e ao medo de se promover ou exacerbar a caquexia, a busca pelo aconselhamento
de profissionais sobre o0 JI como uma alternativa que possa produzir efeitos anticarcinogénicos
aumentou pelos pacientes com cancer (CLIFTON et al., 2021). Um estudo intervencional
multicéntrico destacou a funcdo do jejum repetido de curto prazo em atenuar os efeitos
colaterais do procedimento quimioterapico, além de melhorar a qualidade de vida e retardar a
progressdo do tumor, com seus resultados possivelmente atribuidos a restricdo de carboidratos
refinados e proteina animal (KOPPOLD-LIEBSCHER et al., 2020).

Muitas pesquisas se dedicam a analise dos impactos do JI sobre a satide metabodlica
e o tratamento das doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTSs). Os efeitos do JI podem se
assemelhar aos efeitos da restricdo calorica sobre alguns pardmetros glicémicos, como a
Hemoglobina glicada (HbALc) e glicose plasmatica em jejum: ambos promovem o controle
dessas variaveis (WANG et al., 2021).

Nowosad e colaboradores (2021), encontraram resultados positivos no controle
glicémico resultantes de varios tipos de jejum, visto que eles possibilitaram a reducgdo da
glicemia em jejum, HbAlc, insulina de jejum e indice HOMA-IR referente a resisténcia a
insulina. Todavia, apesar da eficacia e seguranca do JI, a adesédo a terapia prolongada parece
incerta e o risco de hipoglicemia pode ser um efeito adverso indesejado advindo da prética,
principalmente nos usuarios de insulina e sulfoniluréias (RAJPAL; ISMAIL-BEIGI, 2020).

Durante a pandemia de COVID-19, diversas estratégias terapéuticas foram estudadas
objetivando a melhora da sadde dos enfermos e das consequéncias produzidas pelo virus. A
vista disso, um estudo analisou a relacdo entre o jejum periédico anterior a doenca com a
gravidade da COVID-19 e observou desfechos que direcionam para uma associacdo positiva
entre a pratica do jejum e o menor risco de hospitalizagdo e maior sobrevida dos pacientes

(HORNE et al., 2022). A inducdo da cetogénese e 0 aumento dos acidos graxos circulantes,
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mais especificamente o acido linoleico, que possui a capacidade de ligar-se a proteina Spike do
SARS-CoV-2 sdo apontados como os mecanismos que favorecem a diminuigé@o da gravidade
da doenca (TOELZER et al., 2020).

A influéncia do JI sobre a disposicdo hormonal tem ganhado notoriedade no meio
cientifico. A hipdtese de que o jejum pode melhorar desequilibrios hormonais em mulheres com
sindrome dos ovérios policisticos é apresentada por Cienfuegos et al. (2022), a partir da
percepcdo de que o jejum pode reduzir os marcadores androgénicos e atuar no tratamento do
hiperandrogenismo feminino. Embora haja evidéncias que favorecem a utilizacdo do JI no
controle hormonal, é valido ressaltar que pelo efeito regulador exercido pelo jejum sobre os
niveis e frequéncias das secre¢es hormonais, faz-se necessaria a ponderacao dos prejuizos e
vantagens concernentes a sua pratica (KIM et al., 2021).

A populacdo microbiana intestinal exerce um papel valioso na manutencéo da satde
dos individuos. Pesquisas elucidam alguns meios pelos quais 0 JI possa modificar a composicado
e a diversidade da microbiota intestinal de pessoas doentes e sadias, sendo eles atribuidos
principalmente a melhora do metabolismo glicidico e lipidico, e diminuicdo das citocinas
inflamatdrias (GUO et al., 2020). Ademais, o JI permite uma continuidade da interacdo entre
0s nutrientes a serem digeridos e o microbioma intestinal, adaptando as respostas imunes do
intestino no decurso das DCNTs (MATIAS-PEREZ; HERNANDEZ-BAUTISTA; GARCIA-
MONTALVO, 2022).

Estudos ligados a epigenética humana referem o JI como um estimulo ambiental atuante
na modulacdo dos genes. Ng e colaboradores (2022) inferem que em trés meses o JI foi
responsavel por modular a trimetilacdo da Histona H3K9 (H3K9me 3) no cerebelo de
camundongos adultos, de modo a propiciar diversas mudangas transcriptdmicas envolvidas nas
mudancas metabdlicas ao longo do jejum, com uma parte das alteracdes mantidas em até trés
meses apos a realimentacéo.

Assim como outras fungdes, a cognicao parece ser beneficiada pela contencéo caldrica
provocada pelo JI (MIDIKOGLU et al., 2020; RUBOVITCH et al., 2019). Os efeitos do JI
sobre a cognicdo podem se estender as esferas cognitivas voltadas ao comportamento, como a
depressdo e a memdria, de modo que diversas pesquisas estdo sendo dedicadas a verificagdo de
provaveis relagdes entre o JI e os demais ambitos comportamentais como a ansiedade (WAHL
et al., 2019; AL-OZAIRI et al., 2019). Apesar de muitos artigos discutirem a otimizacéo da
funcdo cognitiva com o exercicio do JI, Benau e colaboradores (2021) apontam a
heterogeneidade e limitacdo dos resultados.
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2.3 O papel do jejum intermitente em modular a ansiedade e memoria

O JI tem ganhado notoriedade devido aos seus efeitos sob a fungdo cognitiva,
principalmente em doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer, e transtornos
comportamentais como os de humor e ansiedade. A restri¢do caldrica parece contribuir para
que as cetonas liberadas no jejum, além de atuarem como fontes de energia, participem também
da regulacao de fatores de transcricdo em neurdnios, contribuindo para a melhoria da biogénese
mitocondrial, plasticidade sinéptica e resisténcia ao estresse ocorrido nas células nervosas em
modelos animais (GUDDEN et al., 2021).

Um estudo realizado com animais observou que o JI poderia ser capaz de desacelerar o
declinio cognitivo e o acumulo de placas beta-amiléides, apontadas como as principais
responsaveis para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer, quando acumuladas (ZHANG
etal., 2017). O BDNF é um polipeptideo responsavel por desempenhar fun¢des no aprendizado
e na memoria, e que também esta diretamente ligado com as emocdes. Ele é largamente
produzido em regibes neurais ligadas as emoc¢des e humor, como a amigdala, o hipocampo e o
cortex cerebral. O BDNF foi encontrado em niveis elevados em camundongos submetidos a JI
de 9 horas, indicando efeitos positivos nos parametros supracitados (CUI et al., 2017).

A memoria de longo prazo esta intimamente ligada a consolidacéo e evocacao das
memorias de carater definitivo, bem como é capaz de armazenar uma quantidade ilimitada de
informac@es (LIU et al., 2022). Experimentos recentes sugerem que o Jl é superior a restri¢do
calérica em aprimorar a memdria, como também em consolidar as memorias de longo prazo de
camundongos fémeas adultas apds 3 meses de JI (DIAS et al., 2021). Entretanto, Asghari
hanjani e colaboradores (2022) demonstram que tanto a restricdo calorica como o JI séo
eficientes em atividades de aprendizado e memdria, embora os resultados positivos sobre a
memoria tenham sido observados apenas no JI diurno em comparacao ao noturno.

Dentre as consequéncias advindas do processo de envelhecimento estd o aumento do
risco para doengas neurodegenerativas, que pode ser acelerado pelo alto consumo de calorias.
Diante disso, uma revisdo de literatura observou o bom desempenho do JI em regular
positivamente 0 BDNF, de modo a contribuir para a otimizagdo da plasticidade sinéptica e
memoria, mesmo em individuos com idade avancada, como foi averiguado em modelos animais
(SEIDLER; BARROW, 2022).

A alimentacdo é um dos principais pilares para a promocao de efeitos protetores ou
deletérios a memoria. Hazzaa et al. (2020) observaram que uma dieta rica em gordura alterou o

desempenho da memdria de ratos de forma negativa, diminuindo também a espessura das
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camadas celulares do hipocampo e das células granulares piramidais, contudo, estas
repercussdes negativas puderam ser revertidas com a utilizacdo do JI de modo curativo, que
também foi indicado como uma estratégia alimentar profilatica de carater neuroprotetor.
Ademais, Park e colaboradores (2021) observaram que ratos Sprague-Dawley com doenca de
Alzheimer, tiveram o comprometimento da memoria suprimido pelo JI, principalmente quando
associado a dieta hiperproteica.

As regides cerebrais envolvidas com o processamento e consolidacdo da memoria
parecem sofrer adaptacGes quando o organismo vivencia periodos de jejum. A capacidade do
JI em provocar mudancas adaptativas no hipocampo foi analisada por Liu et al. (2019), que
constataram os ajustes sofridos pelas redes neuronais do hipocampo, resultando no aumento do
ténus gabaergico responsavel pela desaceleracdo da atividade cerebral e promocao de sensacdes
contrarias a ansiedade. O aumento do ténus gabaérgico provoca a reducdo do comportamento
ansioso e 0 seu mecanismo neuroprotetor favorece a formacao de novas memarias dependentes
do hipocampo.

As doencas cronicas nao transmissiveis como o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), sdo
apontadas como fator importante para o desenvolvimento de deméncias e fatores associados.
Um estudo conduzido por Elesawy et al. (2021), constatou que modelos de ratos Wistar com
DM2 apresentaram aumento significativo dos comportamentos semelhantes a ansiedade e
depressdo, todavia, foram atenuados com a utilizacdo de um protocolo de JI de 16 horas,
sugerindo que ao aumentar os niveis de BDNF, a estratégia alimentar atua proporcionando um
efeito neuroprotetor e possivelmente prevenindo doencas neurodegenerativas e também
psiquiatricas.

Os déficits cognitivos decorrentes de doengas ou procedimentos cirdrgicos podem
afetar significativamente a qualidade de vida do individuo trazendo inUmeros prejuizos a
autonomia e manutencéo de relagdes interpessoais, bem como desfavorecendo a realizacdo de
determinadas cirurgias que apresentem o dano & cognicdo como efeito adverso. A vista disso,
Hu et al. (2018) ao analisarem a implementacdo do JI em um modelo de rato com deméncia
vascular, comprovaram a melhora da atividade cognitiva e a preservacdo da proteina de
densidade pos-sinaptica ( PSD-95) que participa do processo de estruturagdo e funcionamento
das sinapses, proporcionadas pela utilizacdo do JI no periodo pos-operatorio.

Ademais, destaca-se o papel importante do JI em aliviar doencas neurovasculares,
atenuar a gravidade de lesGes em massas cerebrais responsaveis pelo transporte de sinais as
regides subcorticais e reduzir a morte celular do hipocampo, favorecendo a manutengéo de

funcdes vitais ao Sistema Nervoso Central (SNC) como a memdria (RAJEEV et al., 2022).
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O mecanismo inflamatorio ocasionado pela hipoperfusao cerebral é visto como um
importante fator de risco para o desenvolvimento de disfungBes neuroldgicas que estdo
intimamente ligadas ao prejuizo da memdria e seus componentes. A ativacdo das vias
inflamatdrias e seus constituintes contribuem, de certo modo, para o dano cognitivo. Apesar
disso, 0 uso do JI de 16 horas pode culminar na diminuicéo da ativacdo de complexos proteicos
inflamatorios. Estes estimulam a apoptose de células cerebrais, de maneira a atenuar a resposta
inflamatdria e minimizar a morte celular em eventos de hipoperfusdo cerebral prolongada,
como detectado por Poh et al. (2021) em modelos experimentais.

Inimeras pesquisas sdo dedicadas a analise da associagdo entre doencas, disturbios
comportamentais e a implementacdo do jejum, como a realizada por Zhang e colaboradores
(2020) que detectaram efeitos positivos no comportamento do tipo ansiedade em camundongos
com colite, quando submetidos ao jejum e restricao caldrica intermitente.

Carteri e colaboradores (2021) destacam o JI como uma estratégia alimentar
importante para a terapia de comportamentos ansiosos, ao obterem resultados benéficos que
sugerem diminuicdo do comportamento semelhante a ansiedade em camundongos adultos a
partir da instauracdo de um protocolo de 24 horas de restricdo alimentar. Embora diversas
investigacOes apontem efeitos notavelmente importantes em auxiliar no controle do
comportamento ansioso, Fernandez-Rodriguez e colaboradores (2022) analisaram que 0 JI ndo
influencia e ndo modifica os escores relacionados a ansiedade ou humor em humanos.

Ha& uma diversidade de estudos direcionados a inspecdo das consequéncias do JI,
sendo muitos deles evidenciando os beneficios advindos da pratica. Contudo, uma investigacdo
comparou os niveis de ansiedade de estudantes antes do JI do Ramada e uma semana apés o
jejum por meio de um questionario, levando a apuracéo de niveis aumentados de ansiedade nos
estudantes no fim da primeira semana de jejum (GUELDICH et al., 2019).

De modo semelhante, Yang e colaboradores (2021) verificaram que a aplicacdo de
um esquema de jejum que consistia em 3 dias de consumo basal, 10 dias de jejum completo
com ingesta de 4gua em livre demanda, 4 dias de restrigéo caldrica e 5 dias de periodos de
recuperacgao propiciou a exacerbacgdo da ansiedade auto avaliada em homens, principalmente
durante o sexto dia de jejum completo.

A combinagdo do JI com outras estratégias de estilo de vida como o exercicio fisico
(EF) pode ser capaz de produzir efeitos ansioliticos em ratos, como apontado por Soares e
colaboradores (2021) e por Vitor-de-Lima e colaboradores (2023). Contudo, o estudo
transversal aplicado por Akbari e colaboradores (2022), durante 0 Ramadd, destaca que 0s

participantes ativos do JI, mesmo com reducéo dos niveis de EF, demonstraram melhor controle
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psicologico e emocional, bem como foi observada melhoria significativa nos resultados
direcionados a ansiedade dos participantes que jejuaram durante todo o0 Ramada, se comparados
aos que ndo jejuaram.

De modo concordante, Wolf e colaboradores (2021), observaram que o EF, sem a
pratica do JI, também é capaz de melhorar a satide mental, depressao e ansiedade. O desvio do
metabolismo da glicose provocados pelo JI, por meio da sua destituicdo como combustivel
principal para o cérebro, resulta no aumento dos niveis de BDNF, propiciando a cogni¢do um
mecanismo neuroprotetor, de modo a cooperar para a potencializacao da plasticidade neuronal,

da capacidade de memorizacao e dos meios de aprendizado (GIBBONS et al., 2023).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral: Analisar os efeitos de diferentes protocolos de JI sobre a ansiedade e a

efetividade da memoria em ratos jovens.

3.2 Objetivos especificos:

e Verificar o peso corporal e consumo dos animais submetidos aos protocolos de jejum;
e Comparar os impactos dos dois tipos de JI no comportamento animal;
e Analisar possiveis alteragdes comportamentais relacionadas a ansiedade e memoria;

e Auvaliar a eficacia do JI em alterar os parametros analisados.

4 METODOLOGIA

4.1 Grupo de animais experimentais

A pesquisa foi previamente aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco (Processo
numero 006/2021) anexo A. Foram utilizados 37 ratos, sendo machos e fémeas (em numeros
aproximadamente iguais) da linhagem Wistar, provenientes do biotério do Departamento de
Nutricdo da UFPE (COLETTIS et al., 2022). Os animais foram mantidos em sala climatizada

com temperatura de 23 + 1° C, com ciclo claro-escuro de 12-12 horas e livre acesso a agua. A
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ragdo comercial padrdo para roedores (“Novilab”, Brasil com 23% de proteina) foi distribuida
conforme os requerimentos do experimento (COSTA-BEBER et al., 2023).

Foram formados trés grupos experimentais: um sendo o Grupo Controle (com agua e
racdo Ad Libitum), outro sendo o grupo JI de 24 horas (24 horas sem ra¢éo) e outro sendo o
grupo JI de 16 horas (16 horas sem ragdo). Os trés grupos foram denominados da seguinte
forma: (1) Controle, (2) JI 24h e (3) JI 16h. Nos grupos JI 24h e JI 16h, foram intercalados os
dias de alimentacdo e de jejum, exceto aos domingos, uma vez que aos sabados 0s animais
receberam dieta em quantidade suficiente para permitir o consumo Ad Libitum nos dois dias. O
inicio dos experimentos se deu ap6s o desmame dos animais, com idade média de 24 dias, a
fim de evitar alteracbes comportamentais que possam interferir no estudo (ZHANG et al.,
2019).

O grupo Controle foi composto por 15 ratos, sendo 8 fémeas e 7 machos. O grupo
recebeu alimentacdo e dgua Ad Libitum em todos os dias do experimento. A composi¢do do
grupo JI 24h se deu por 14 animais, sendo 8 fémeas e 6 machos. O grupo tinha a ragéo retirada
totalmente as 8:00h desde o dia inicial dos experimentos e ap6s 24 horas de jejum, a racéo
voltava a ser ofertada Ad Libitum. O processo de jejum se repetia em trés dias semanais nao
consecutivos. O grupo JI 16h foi formado por 8 animais, sendo 4 fémeas e 4 machos. A ragao
era retirada completamente as 16:00h e apds 16 horas de jejum retornava para o consumo Ad
Libitum dos animais. Assim como no grupo JI 24h, o jejum era repetido em trés dias semanais
N&o sSucessivos.

No periodo de 2 a 3 dias, a partir do dia inicial do experimento, todos os animais tinham
0 peso corporal e o consumo alimentar aferidos, todavia, as analises de consumo e peso foram
realizadas apenas em 3 dias especificos, no trigésimo terceiro, quinquagésimo sétimo e
octogésimo dia de via aproximado dos animais, de modo que ndo houvesse alteracdo dos
resultados. Os protocolos de JI tiveram duragéo de 56 dias, com finalizag&o no 80° dia de vida
dos animais.

Os testes comportamentais foram realizados durante o proestro das fémeas, detectado
a partir do esfregaco da mucosa vaginal e analise microscépica feitos no dia anterior ao teste
(BLUME et al., 2019). O proestro, conhecido como a fase folicular, é apontado como a fase em
que as alteragdes comportamentais séo significativamente menores, de modo que ndo possam
interferir nos resultados (GUILLEN-RUIZ et al., 2021). Ao final dos experimentos, no

momento de realizacdo dos testes, os animais tinham idade aproximada de 85 dias (Figura 1).
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FIGURA 1 — Fluxograma dos experimentos

Fluxograma dos experiementos (Flowchart of
experiments)

| dade aproxi meda dos Bnimais

Inirio dos experirentos 24 dias
1° registr o de conmamo & peso 33 diss
20 reqistro de conmamo & peso 57 dias
/\
30 registro de Cconsmo & pesa Término dos protocolos de jejum Bl diss
~ /
Redizacio dos testes conp ortarentsls $5dias

Fonte: elaborada pelo autor (2023)

4.2 Testes comportamentais

4.2.1 CAMPO ABERTO

O teste é proposto para analise do comportamento relacionado ao medo, a capacidade
exploratoria e de locomogdo do animal, além de ser utilizado na investigacdo de
comportamentos de ansiedade (SCOUTEN; GROTELUESCHEN; BEATTY, 1975; YANG,;
SHIEH, 2020; KNIGHT et al., 2021). O campo utilizado no teste possui 89 cm de diametro e
52 cm de altura, e apds a finalizacéo de cada teste, era limpo com uma solucéo de alcool a 70%
em agua (ANTIORIO et al., 2022).

Antes da realizagé@o do teste, 0os animais passaram por um tempo de 20 minutos para
habituacdo ao ambiente de experimentos. Posteriormente, o animal foi colocado no campo
durante cinco minutos e 0 seu comportamento foi registrado por uma video-camera. Em
seguida, os videos com duragdo de 5 minutos foram analisados pelo programa “Any-Maze”’(R)
(Stoelting, USA), o qual mensurou o tempo gasto na area central do campo, o tempo gasto na
area periférica do campo, o tempo de imobilidade e a distancia percorrida pelo animal (Figura
2).
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FIGURA 2 - Campo Aberto

Teste de campo aberto (Open field test)

Fonte: elaborada pelo autor (2023)

4.2.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

A sistematizacdo da sua utilizacdo se deu por volta da década de 80, em estudos
realizados com camundongos (BRIDGES, 1984; HIMANSHU et al., 2020; PELLOW et al.,
1985). A partir dai, a técnica vem sendo amplamente empregada e aperfeicoada, como modelo
experimental para o estudo de doengas neuropsiquiatricas, geralmente relacionadas a ansiedade
(YOSHIZAK; ASAI; HARA, 2020).

O aparelho é dividido em cinco areas: dois bracos abertos (sem paredes laterais), dois
bracos fechados (com paredes laterais de 50 cm de altura) e uma area central (10x10 cm). Cada
braco do labirinto possui 49 cm de comprimento e 10 cm de largura, e estdo organizados
perpendicularmente, com a plataforma central unindo-os (Figura 5). A avaliacao final baseia-
se no comportamento de aversdo-afeicdo pelos bragos abertos ou fechados do labirinto,
respectivamente.

O emprego do labirinto em cruz elevado é fundamental na demonstragdo dos efeitos
de farmacos ansioliticos, expressos, principalmente, pela mais frequente, e mais demorada
exploracdo dos bracos abertos, os quais, instintivamente, seriam evitados por roedores muito
ansiosos (PANAYOTIS et al., 2021).
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Para a realizacdo do teste, a sala de experimentos possuia atenuacéo de ruidos, com
luminosidade semelhante ao ciclo claro do biotério, a fim de evitar que o animal esteja sob
estresse e 0 consequente comprometimento do resultado do teste (SHOJI; MIYAKAWA,
2021). Inicialmente, o animal foi conduzido a sala, onde passou pelo processo de aclimatagédo
durante 20 minutos, segundo protocolo pré-estabelecido pelo Laboratério de Fisiologia da
Nutricdo Naide Teoddsio (LAFINNT).

O teste € iniciado colocando-se o0 animal na plataforma central do labirinto, com a
parte cefalica voltada para os bracos abertos do aparelho, que por sua vez esta elevado a 55 cm
do solo. Foram quantificados os comportamentos de aversdo ou preferéncia pelos bracos
abertos ou fechados do labirinto, respectivamente, como também pardmetros que avaliam a
capacidade exploratoria do animal como distancia e tempo de imobilidade durante 5 minutos.
Antes de cada animal ser introduzido, o labirinto foi limpo com uma solucédo de alcool a 70%,
em agua (LI et al., 2021).

Durante a realizacdo do teste, uma video-cdmera filmou toda a sessdo de 5 minutos e,
com o auxilio do programa “Any-Maze”(R) (Stoelting, USA) quantificou o tempo total em que
o0 animal permaneceu no labirinto, bem como o seu tempo de permanéncia nos bracos fechados
e nos bracos abertos, e 0 nimero de entradas do animal em cada brago. A partir dessas medidas,

foram analisados o comportamento de ansiedade e a atividade de locomocao.

FIGURA 5 - Labirinto em cruz elevado

Teste do labirinto em cruz elevado (Elevated plus
maze test)

- T

¥

10 cm

Fonte: elaborada pelo autor (2023)
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4.2.3 RECONHECIMENTO DE OBJETOS: NOVA FORMA E NOVA POSICAO
ESPACIAL

O teste de reconhecimento de objetos também é realizado no aparelho de campo aberto.
Esse teste possui uma importante significancia na demonstragao da capacidade de memorizacéo
do animal, baseando-se no reconhecimento da localizagc&o dos objetos e de suas formas, sendo
largamente utilizado no campo da experimentacdo animal (ROTHBLAT; HAYES, 1987;
LISSNER et al., 2021). O teste € dividido em duas etapas (isto &, duas sessdes): a familiarizacao
e a etapa de reconhecimento. A etapa de familiarizac&o consiste na apresentacéo dos objetos ao
animal, numa primeira sessdo de 5 minutos, onde sdo dispostos dois objetos contendo formas
idénticas, numa posicao previamente escolhida (BRUIINZEEL et al., 2019).

Num primeiro momento, antes dos testes, 0s animais passaram pelo processo de
ambientacdo durante 20 minutos na sala de testes, com atenuacgdo de ruidos. Em seguida, para
a primeira sessdo do teste envolvendo a nova forma dos objetos, os animais foram colocados
individualmente (um por vez) no campo para a realizacdo da etapa de familiarizacdo. No
decorrer desta etapa, o animal esteve em contato com dois objetos com formatos idénticos,
durante 5 minutos.

Ao término dos 5 minutos, o animal era retirado do campo. Passados 40 minutos era
recolocado no campo onde permanecia por 5 minutos (segunda sessao do teste). Nesta segunda
sessdo, um dos objetos fora substituido por outro de forma distinta (Figura 3). A avaliacdo da
capacidade de memorizacdo do animal se deu pela medida do maior tempo de exploracédo que
o0 animal gastou no novo objeto com forma diferente (WU et al., 2020).

Em outro momento (outro dia) foi realizado o teste de reconhecimento de uma nova
posicao espacial, que consiste na mudanca da posi¢do de um dos objetos do campo (SHIMODA
et al., 2021). Nesse teste, o animal foi submetido & aclimatagdo por 20 minutos na sala de
experimentos com atenuacédo de ruidos. O teste teve inicio (primeira sessdo) apds a introdugéo
do animal no campo contendo dois objetos idénticos, numa posic¢ao pré-definida. Esses objetos
eram explorados pelos animais durante 5 minutos. Passados 0s 5 minutos, o animal era retirado
do campo durante 40 minutos, e depois retornava (segunda sessdo) para a etapa de
reconhecimento da nova posicdo espacial. Nessa segunda sesséo, com duragdo de 5 minutos,
um dos objetos tinha o seu lugar modificado (Figura 4).

Uma video-cdmera filmou as sessfes de cinco minutos que em seguidas foram
analisadas pelo programa “Any-Maze” (R) (Stoelting, USA). A filmagem das sess0es permitiu

a analise do tempo gasto na exploracgéo dos objetos modificados e dos ndo modificados, o tempo
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de imobilidade e a distancia percorrida durante o experimento. A exploragédo do objeto foi
definida como o contato entre o corpo do animal ou vibrissas + érgdos olfativos e o0 objeto. Com
base no tempo gasto pelo animal para explorar cada objeto, foi calculado o “indice de
discriminagdo”, definido pela formula: ID = TN-TF/TN+TF, em que ID significa indice de
discriminacdo; TN e TF significam, respectivamente, o tempo que o animal gastou explorando
0 objeto novo e o familiar.

O ID ¢ interpretado da seguinte maneira: se 0 numero resultante for préximo de 0,
significa que o animal gastou tempos semelhantes na exploracdo de ambos os objetos; se o
namero resultante for proximo de 1, significa que o animal gastou mais tempo na exploracao
do objeto novo; se o numero resultante for negativo, significa que o animal gastou mais tempo
na exploragdo do objeto antigo. Sendo assim, quanto mais tempo o animal gasta na exploracao

do objeto antigo, menos demonstra a capacidade de memorizacao.

FIGURA 3 - Teste de reconhecimento de objetos: nova forma

Teste de reconhecimento de objetos: nova forma
{Object recognition test: new form)

«? v
(&

Fonte: elaborada pelo autor (2023)
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FIGURA 4 - Teste de reconhecimento de objetos: nova posicao espacial

Teste de reconhecimento de objetos: nova posigao
espacial (Object recognition test: new spatial
position)

R

Fonte: elaborada pelo autor (2023)

4.3 Estatisticas

Os dados dos testes comportamentais foram comparados entre os grupos Controle, JI
24h e JI 16h, usando a Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando indicado,
pelo teste paramétrico de Holm-Sidak. As diferencas foram consideradas como significativas

quando p < 0,05.
5 RESULTADOS
5.1 Consumo alimentar e ganho de peso médios

No trigésimo terceiro dia de idade aproximada dos animais, foram observadas
diferengas significativas no consumo alimentar entre os grupos Controle e JI 24h. Neste mesmo
momento, no que diz respeito ao grupo JI 16h, ndo houve diferenca consideravel em
comparagdo ao grupo JI 24h e ao grupo Controle (Figura 6). Entretanto, quando os animais

tinham idade aproximada de 57 dias, a ingestdo do grupo JI 16h passou a diferir
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significativamente do grupo JI 24h, de modo que o grupo com mais tempo de restricdo alimentar
apresentou ingestdo menor. Contudo, no octogésimo dia de vida dos animais, todos 0s grupos
apresentaram consumo alimentar semelhantes, ndo divergindo de modo consideravel.

Além disso, apesar do jejum, o peso diminuido dos animais submetidos a restricdo
alimentar nos grupos JI 24h e JI 16h, ndo diferiu, de maneira significativa, entre si ou em

comparacédo ao grupo Controle (Figura 7).

FIGURA 6 - Consumo de racao por animal (g). As colunas representam as médias dos valores e as barras
representam DP (Desvio Padrao) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo JI124 - JI 24h (n = 14);
Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). * p < 0,05.
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Fonte: elaborada pelo autor (2023)
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FIGURA 7 - Peso corporal (g). As colunas representam as médias dos valores e as barras representam DP
(Desvio Padréo) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo JI24 - JI 24h (n = 14); Grupo JI16 - JI 16h

(n = 8). As diferencas ndo sdo significantes (p > 0,05).
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Fonte: elaborada pelo autor (2023)

5.2 Comportamento de ansiedade

No campo aberto, a distancia percorrida pelo animal durante o teste (Figura 8) e o
tempo de imobilidade (Figura 9), foram semelhantes entre os grupos. Contudo, o nimero de
entradas no centro (Figura 10) e o tempo gasto no centro (Figura 11), nos grupos que

participaram do JI, foram inferiores aos do grupo Controle.
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FIGURA 8 - Distancia (m) percorrida pelos animais durante os 5 minutos do teste. As colunas representam as
médias dos valores e as barras representam DP (Desvio Padrdo) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15);
Grupo JI24 - JI 24h (n = 14); Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). As diferencas ndo séo significantes (p > 0,05).
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42

211

C Ji24  JI16

Fonte: elaborada pelo autor (2023)

FIGURA 9 - Tempo (s) de imobilidade. As colunas representam as médias dos valores e as barras representam
DP (Desvio Padrédo) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo JI24 - JI 24h (n = 14); Grupo JI16 - JI
16h (n = 8). As diferengas ndo séo significantes (p > 0,05).
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).
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FIGURA 10 - N° de entradas no centro do campo aberto. As colunas representam as médias dos valores e as
barras representam DP (Desvio Padrdo) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo JI124 - JI 24h (n =
14); Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). * p < 0,05.
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Fonte: elaborada pelo autor (2023).

FIGURA 11 - Tempo (s) gasto no centro. As colunas representam as médias dos valores e as barras representam
DP (Desvio Padrao) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo J124 - JI 24h (n = 14); Grupo JI16 - JI
16h (n=8). * p < 0,05.
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Fonte: elaborada pelo autor (2023)
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No tocante aos indices do LCE, foi observada diferenca significativa no tempo gasto
nos bracos abertos e no nimero de entradas nos bragos abertos entre os grupos Controle e dois
grupos de jejum, sendo verificado menor tempo gasto (Figura 12) e menor nimero de entradas
(Figura 13) nos grupos JI 24h e JI 16h. As demais variaveis como a distancia percorrida pelo
animal (Figura 14) e tempo de imobilidade (Figura 15) ndo revelaram diferenca de modo

significativo.

FIGURA 12 - Tempo (s) gasto nos bracos abertos do LCE. As colunas representam as médias dos valores e as
barras representam DP (Desvio Padrdo) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo JI24 - JI 24h (n =
14); Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). * p < 0,05.
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Fonte: elaborada pelo autor (2023)

FIGURA 13 - N° de entradas nos bragos abertos do LCE. As colunas representam as médias dos valores e as
barras representam DP (Desvio Padréo) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo JI24 - JI 24h (n =
14); Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). * p < 0,05.
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Fonte: elaborada pelo autor (2023)

FIGURA 14 - Distancia (m) percorrida pelos animais no LCE. As colunas representam as médias dos valores e
as barras representam DP (Desvio Padréo) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo JI124 - JI 24h (n =
14); Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). As diferencas ndo sdo significantes (p > 0,05).
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Fonte: elaborada pelo autor (2023)

FIGURA 15 - Tempo (s) de imobilidade no LCE. As colunas representam as médias dos valores e as barras
representam DP (Desvio Padréo) de cada grupo. Grupo C - Controle (n = 15); Grupo JI24 - JI 24h (n = 14);
Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). As diferencgas ndo séo significantes (p > 0,05).
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Fonte: elaborada pelo autor (2023)

Em todos os testes referentes ao comportamento de ansiedade, os resultados
apresentados entre os grupos JI 24h e JI 16h foram semelhantes.



39

5.3 Comportamento de memoria

Os testes de reconhecimento de objetos de nova forma (Figura 16) e nova posicéo
espacial (Figura 17) refletiram diferenca significativa em seus indices de discriminacdo. Os
resultados demonstraram que os grupos com JI apresentaram menores indices de discriminacéo,

indicando menor capacidade de memorizacdo demonstrada por esses animais.

FIGURA 16 - indice de discriminago do teste de reconhecimento de objetos: nova forma. As colunas
representam as médias dos valores e as barras representam DP (Desvio Padrdo) de cada grupo. Grupo C -
Controle (n = 15); Grupo JI24 - JI 24h (n = 14); Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). * p < 0,05.
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Fonte: elaborada pelo autor (2023)

FIGURA 17 - Indice de discriminac&o do teste de reconhecimento de objetos: nova posicao espacial. As colunas
representam as médias dos valores e as barras representam DP (Desvio Padrao) de cada grupo. Grupo C -
Controle (n = 15); Grupo J124 - JI 24h (n = 14); Grupo JI16 - JI 16h (n = 8). * p < 0,05.
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Em todos os testes comportamentais direcionados a analise da memoria, os resultados

apresentados entre os grupos JI 24h e JI 16h foram semelhantes.

6 DISCUSSAO

Espera-se que a aplicagdo do JI contribua para a diminui¢do expressiva do consumo
alimentar, visto que limita os periodos de ingestdo. Os nossos achados demonstram disparidades
importantes no consumo alimentar dos grupos nos dois primeiros momentos de andlise (dia de
33 e 57 de idades aproximadas), e no Gltimo momento de analise do consumo (dia 80 de idade
aproximada), os dois grupos de jejum apresentaram consumos inferiores ao grupo Controle,
ainda que ndo seja verificada diferencga significativa nesse Ultimo momento. Esse fato esta
desalinhado com a descoberta de Spezani et al. (2020), que de modo contrario, ndo identificou
variacdes no consumo de racdo de camundongos machos com 56 dias de idade submetidos ao
JI em dias alternados por mais de 4 semanas, sugerindo que o desfecho do jejum pode depender
da idade de inicio dos protocolos.

A indiferenca entre o consumo de racdo dos animais apresentada por algumas
investigacOes preconiza que durante os periodos Ad Libitum, os grupos de JI consomem a ra¢do
em quantidades maiores que o grupo Controle, ou seja, apresentam hiperfagia. Entende-se que
a ingesta alimentar nos dias de restricdo alimentar é compensada nos dias de alimentacéo a
vontade, e ha equivaléncia entre os dados obtidos. Investigacdes recentes concluiram que o JI
associado a dieta pobre em carboidratos pode aumentar a compulsdo alimentar e 0s transtornos
alimentares, levando os individuos a preocupacdo excessiva com a comida
(COLOMBAROLLI; OLIVEIRA; CORDAS, 2022; SCHUELER et al., 2023). Contudo, para
que se observe uma possivel adaptagdo dos grupos de jejum ao consumo de racdo e hiperfagia,
seria necessario prolongar a nossa pesquisa por mais dias.

Ademais, indigita-se que a hiperfagia induzida pelo JI é consequéncia de alteracfes em
horménios responsaveis pelo mecanismo de fome e saciedade, como a leptina. Uma reviséo
sistematica e meta-analise observou reducdo significativa nos niveis de leptina como efeito do
Ramadd, com diminuicdo maior em individuos de peso normal, se comparados aos com
sobrepeso e obesidade (GAEINI; MIRMIRAN; BAHADORAN, 2021).

A utilizacéo de protocolos de JI e sua relacdo com a perda de peso ou o ganho de
peso diminuido sdo bastante discutidos nos estudos experimentais, uma vez que se espera que

a restricdo alimentar provoque mobilizacdo das reservas energéticas e inducdo da cetose,
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otimizando a perda ponderal, e a ingestao alimentar limitada a uma janela de tempo contribua
para o ganho ponderal reduzido. Entretanto, as pesquisas realizadas em humanos sdo restritas e
as investigacdes que envolvem animais possuem dados controversos, principalmente a longo
prazo (WEI et al., 2022).

Foi observada uma diferenca insignificante referente ao peso corporal entre os
grupos, ainda que os grupos participantes do jejum apresentaram ganho inferior, sendo mais
evidenciado no grupo sujeito ao tempo maior de restricdo (JI 24h). Esses resultados contrastam
com o estudo de Liu e colaboradores (2021) que demonstraram diferencas consideraveis na
reducdo do ganho de peso, sendo de 50 a 64% menor em um grupo de camundongos machos,
submetidos ao jejum em dias alternados de 15 ciclos, a partir do quadragésimo segundo dia de
vida. A desarmonia entre os estudos pode sugerir que a espécie (camundongo versus rato), o
sexo, a idade de inicio do jejum e a quantidade de ciclos de restricdo alimentar interferem no
peso corporal.

Contudo, no que concerne ao tempo de jejum em dias alternados e a idade dos
animais, Badreh e colaboradores (2020) constatam que o JI em dias alternados durante 3 meses,
em ratos machos, foi capaz de atenuar o ganho de peso em ratos adultos jovens (3 meses), de
meia-idade (12 meses) e velhos (22 meses). Todavia, 0 jejum feito em apenas um dia da semana
diminuiu o ganho ponderal somente nos ratos jovens. Entende-se, portanto, que o resultado
supracitado reafirma a hip6tese de que a quantidade de episodios de JI pode corroborar com 0s
efeitos no ganho ponderal.

O sexo dos animais pode ser um fator importante no desfecho dos resultados,
mas ndo limita as evidéncias referentes ao fracasso do JI em reduzir o ganho de peso e melhorar
a composicao corporal. Kim e colaboradores (2019) revelaram a ineficacia do JI em reduzir o
ganho de peso e o tecido gorduroso, em camundongos machos deficientes em leptina, sujeitos
ao JI, na proporcéo de dois dias Ad Libitum para dois dias de jejum, durante 16 semanas. Um
estudo realizado por Munhoz et al. (2020), insinua que apesar de ratas apresentarem consumo
alimentar e ganho de peso reduzidos, a composicéo corporal pode ser irregular, com aumento
das reservas de gordura e diminuicdo da massa muscular, ndo sendo um resultado que indica
otimizacdo da saude.

De maneira dissimilar ao nosso estudo, uma investigacdo conduzida por Moraes et al.
(2017), concluiu que um JI de 18 horas por 6 semanas promoveu redugdes significativas no
peso corporal de ratos com 20 semanas de idade, quando comparados ao grupo Controle.
Todavia, apesar do peso diminuido, os ratos ndo apresentaram ingesta alimentar reduzida,

indicando uma provavel hiperfagia a fim de compensar os periodos de restri¢cao alimentar, ainda
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que haja diferenca no peso corporal. Com base nisso, entende-se que apesar dos nossos
resultados apontarem significancia no primeiro periodo de anélise do consumo entre 0s grupos
Controle e JI 24h, e no segundo periodo de analise entre os grupos Controle e JI 24h, e JI 24h
comparado ao grupo JI 16h, ao final do nosso experimento, os animais do grupo JI 24h
possivelmente desenvolveram uma resposta adaptativa ao JI com a indug@o do comportamento
de hiperfagia, contribuindo para a similaridade entre a ingesta alimentar de todos os grupos.

Acredita-se que na busca pela homeostase, as adaptacdes provocadas pelo jejum
possam incentivar a diminuicdo do apetite. Contudo, um estudo conduzido por Kalam e
colaboradores (2021) com individuos adultos obesos, concluiu que o JI em dias alternados
associado a uma dieta hiperproteica, hipoglicidica e normolipidica num periodo de 6 meses,
ndo afetou significativamente a fome e a saciedade subjetivas dos participantes, sem relacdo de
ambos com a ingestdo calorica e com o peso corporal.

Ainda que algumas andlises literarias apontem o JI em dias alternados como
uma estratégia eficaz na reducdo do peso corporal e na estimulagdo da saciedade precoce, 0s
indicios sugerem que a confianca de evidéncia sdo baixas ou muito baixas devido a
subjetividade das variaveis. Deste modo, mais estudos que elucidem a perda ponderal e 0
comportamento do apetite dos animais sdo necessarios, de maneira que haja certeza de
evidéncia, levando em consideragdo o cuidado no manejo da conduta alimentar (KUCUK;
BERG, 2022).

No que diz respeito aos dados relativos ao comportamento de ansiedade, ndo foram
verificadas discrepancias consideraveis entre a distancia percorrida e o tempo de imobilidade
apresentados pelos grupos Controle, JI 24h e JI 16h no teste de CA, sugerindo que ambos os
grupos demonstraram a mesma locomocdo e capacidade exploratoria. Contudo, houve
diferencas significativas nos fatores relacionados ao comportamento de ansiedade entre os
grupos sujeitos ao Jl e o grupo Controle. A analise do nimero de entradas no centro e do tempo
gasto no centro revelou mais evidéncia da ansiedade nos grupos de jejum, uma vez que 0S
valores diminuidos nas duas variaveis supracitadas, demonstram gque 0s animais ansiosos, Como
instinto de sobrevivéncia, sentem-se mais inseguros e tendem a percorrer as areas mais
periféricas a fim de evitarem possiveis ameacas nas areas centrais.

De modo semelhante, a ansiedade nos grupos de JI também foi comprovada pelo
teste do LCE, com a constatacdo do menor nimero de entradas nos bracos abertos e menor
tempo gasto nesses bracos. Assim como no teste de CA, a reducgdo dessas variaveis indica que

0s animais dos grupos de jejum esquivam-se dos bracos abertos, revelando o comportamento
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de ansiedade. Apesar disso, a distancia e o tempo de imobilidade foram correspondentes entre
todos 0s grupos.

A utilizacdo do teste de CA e do LCE para avaliar comportamentos ansiosos em
ratos submetidos ao JI também foi apontada por Carteri e colaboradores (2021), com a aplicacéo
do JI de 10 ciclos de restricdo alimentar em ratos machos adultos. Todavia, 0s resultados
encontrados diferiram dos achados do presente estudo, por meio da ndo observancia de
diferencas significativas no tempo gasto na area central do campo, revelando que o JI nédo
induziu ansiedade nos animais. Além disso, no teste do LCE, foram demonstradas diferencas
significativas entre o grupo Ad Libitum e o grupo que participou do jejum, sendo examinado o
maior tempo gasto nos bragos abertos pelo grupo JI, diferindo dos resultados encontrados nas
nossas investigaces. A idade de inicio do jejum e o numero de ciclos de JI podem ter
contribuido para o contraste com 0 nosso estudo.

Outro estudo demonstrou que o JI ndo foi eficaz em reduzir a ansiedade em ratos
machos saudaveis com idades entre 7 e 8 semanas, ndo sendo observadas diferencas
significativas no nimero de entradas dos bracos abertos no teste do LCE. Porém, em ratos de
mesma idade com colite induzida, o JI atuou na prevencdo do comportamento ansioso
culminando no maior percentual de entradas nos bracos abertos (ZHANG et al., 2020). Sendo
assim, entende-se que existem mecanismos no processo saude-doenca que podem afetar os
efeitos do JI no comportamento de ansiedade, como também notado por Elesawy et al. (2021)
em um modelo de ratos com DM2.

No tocante a memdria, foi verificado que os animais integrantes dos grupos de
jejum manifestaram desempenhos inferiores comparados ao grupo Controle nos dois testes de
memoria. A maior presenca de indices de discriminacdo negativos implica que os animais do
JI 24h e JI 16h gastaram mais tempo explorando o objeto de forma antiga e de posic¢do antiga
do que o objeto de nova forma e nova posi¢édo espacial, sustentando a hipotese de que ndo houve
parcialidade nos resultados do JI referente ao tempo de restricdo alimentar. Os indices negativos
foram mais presentes no teste de reconhecimento de nova posi¢do espacial (Figura 17),
demonstrando que os animais apresentaram mais dificuldade em identificar a mudanca de
posicao do objeto.

Embora tenhamos constatado menor capacidade de memorizacdo em ratos
saudaveis submetidos ao JI, o resultado do nosso experimento pode apresentar divergéncias de
outros dados na literatura pelo fato de que assim como a ansiedade, os efeitos do JI podem
diferir entre animais saudaveis e animais com algum distarbio metabdlico. Hazzaa et al. (2020)

perceberam beneficios em utilizar o JI como medida profilatica e curativa sob a memorizacédo
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de ratos com provaveis disturbios metabdlicos induzidos por uma dieta rica em gordura. Os
diferentes desfechos no resultado evidenciam a necessidade de compreensédo da utilizacdo do
jejum na memoria e seus produtos em individuos com estados nutricional e de saude distintos.

Cogita-se a possibilidade do JI otimizar a memoria utilizando como principal
mecanismo a restricdo calorica, independente da faixa etaria do grupo analisado. Com base
nisso, Parikh et al. (2016) observou que a restri¢do caldrica pode promover desfechos distintos
a depender da idade dos animais estudados, visto que em testes de memoria e aprendizado,
camundongos jovens apresentaram resultados semelhantes aos do grupo sem restricéo caldrica.
Entretanto, os camundongos idosos com restricdo calérica revelaram melhores respostas
significativas nos testes de memdria. Deste modo, propde-se que assim como os efeitos da
restricao calorica, o JI pode otimizar ou ndo as habilidades de memdria dos animais, consoante
a faixa etaria dos grupos estudados no periodo de inicio do jejum, sendo a melhora observada
de modo significativo nos participantes mais velhos (SINGH et al., 2011).

Os resultados encontrados indicam que o JI pode implicar em conclusdes distintas
na cognicdo a depender da duracdo dos ciclos de jejum e idade dos animais no inicio dos
protocolos, com efeitos positivos mais evidenciados em protocolos com mais ciclos de JI e em
ratos mais velhos (ELESAWY et al., 2021; WANG; ZUQ, 2013; TOLEDO et al., 2020).

Ademais, cogita-se que o estresse cronico provocado pelo JI pode ter sido um
fator importante na indug@o do comportamento ansioso e menor capacidade de memorizagao.
Apesar de Seidler e colaboradores (2022) levantarem a hipGtese de que o estresse provocado
pelo JI gera uma resposta adaptativa benéfica que otimiza a salde cerebral e processos de
ansiedade e memodria, as repercussdes do nosso estudo apontam para outra direcdo, indicando
que assim como outros tipos de estresse produzidos no organismo, a restri¢cdo alimentar do JI
contribui para o déficit de memoria e o incentivo do comportamento de ansiedade
(NASCIMENTO et al., 2022; JURUENA et al., 2020).

Ainda que Fernandez-Rodriguéz e colaboradores (2022) n&o tenham encontrado mais
incidéncia do comportamento ansioso, como observado em nossas investigacdes, a sua pesquisa
concluiu que, o JI ndo alterou o comportamento de ansiedade dos individuos analisados, de
modo que n&o proporcionou melhora da ansiedade ou do humor. Assim como o presente estudo,
0s seus resultados concordam com o fato de que o JI pode apresentar impactos distintos sobre
a atividade comportamental de humanos e animais, nao sendo somente uma estratégia alimentar
benéfica.

Além disso, apesar de ndo quantificarmos em nosso estudo os niveis de BDNF no

hipotdlamo, entende-se que a diminuicdo desse fator neurotréfico estd relacionada tanto a
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inducdo do comportamento de hiperfagia e ansiedade como também ao prejuizo do
comportamento de memdria. Embora a literatura aponte o JI como uma estratégia que estimula
0 aumento dos niveis de BDNF a curto prazo, a longo prazo as evidéncias sdo escassas, € 0S
nossos achados podem sugerir que periodos de jejum mais prolongados podem contribuir para

a promogdao de efeitos contrarios ao esperado (WU; XU, 2022).

7 CONCLUSAO

Os resultados alcangados em nossa investigacdo denotam as divergéncias da utilizagéo
e eficacia do JI em modificar os pardmetros analisados. Apesar de ser apontado como uma
potencial estratégia alimentar atuante na melhora cognitiva, 0s nossos achados sugerem um
novo Viés investigativo por meio dos dados obtidos, sendo indicativos de que o jejum pode
promover efeitos ndo desejados sobre a ansiedade e memdria, a0 menos em animais em
desenvolvimento.

Embora seja empregado cientificamente e na pratica clinica com o objetivo de
promover perda ponderal e reducdo do consumo alimentar, assim como em alguns
experimentos contidos na literatura, o nosso estudo indigita que o JI possa corroborar para o
estimulo a hiperfagia durantes os periodos Ad Libitum como uma resposta adaptativa ao
momentos de privacao alimentar, de modo a ndo proporcionar diferencas significativas a longo
prazo em estimular os déficits de peso e ingestéao.

A aplicacdo do JI tém propiciado desfechos dissimilares no campo cientifico em
relacdo ao comportamento de ansiedade e memdria animal. As repercussdes positivas sdo mais
observadas em animais com faixa etaria superior, ndo sendo constatadas em ratos em
desenvolvimento como ratificado em nossos experimentos. Ademais, as conclusdes a curto
prazo apresentam muitos contrastes e variagdes entre 0s estudos, j& a longo prazo, ndo existem

dados suficientes que amparem e acusem vantagens no uso do JI.
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