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RESUMO

Esta tese investigou os efeitos do jejum intermitente (JI), exercicio fisico (EF) e sua
associacao em parametros comportamentais de ansiedade e memaria e na depressao
alastrante cortical (DAC) em ratos. Para isso, ratos machos e fémeas Wistar (n = 64,
14; 6
15; 7
machos) e d) jejum + exercicio (n = 15; 7 machos). O Jl aconteceu por 24 ou 16 horas

30 machos) foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: a) controle (n

machos); b) jejum intermitente (n = 20; 10 machos); c) exercicio fisico (n

e 0 EF em esteira durante 40 minutos, ambos em trés dias ndo consecutivos da
semana por 8 semanas. Foram avaliados parametros de peso corporal, consumo de
racdo, medidas murinométricas, peso do ceérebro e figado, glicose e beta-
hidroxibutirato séricos. Além disso, 0s animais foram submetidos a testes
comportamentais de ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE) e no campo aberto
(CA), e testes de memoria espacial e de forma de objetos, bem como ao registro
eletrofisiolégico da DAC. O Jl reduziu o numero de entradas e o0 tempo de
permanéncia no centro do CA e nos bracos abertos do LCE. Reduziu também o indice
de discriminacao nos testes de memdria e aumentou a velocidade da DAC. Por outro
lado, o EF aumentou o numero de entradas no centro do CA e desacelerou a
propagacéo da DAC. E proposto que o JI, quando iniciado em ratos jovens, piora 0s
comportamentos ligados a ansiedade e memaria e acelera a DAC, enquanto que o
EF, sozinho ou combinado, parece reverter os efeitos negativos do Jl. Investigacdes
futuras s@o necessarias para aprofundar a relevancia dessas intervencdes na saude,

principalmente em idades mais jovens.

Palavras-chave: jejum periédico; atividade fisica; comportamento; sistema nervoso

central; atividade elétrica cerebral.



ABSTRACT

This thesis aimed to investigate the effects of intermittent fasting (IF), physical exercise
(PE) and their association on behavioral parameters of anxiety and memory and
cortical spreading depression (CSD) propagation in rats. Male and female Wistar rats
(n=64; 30 males) were randomly distributed into 4 groups: a) control (n = 14; 6 males);
b) intermittent fasting (n = 20; 10 males); c) physical exercise (n = 15; 7 males) and d)
fasting + exercise (n = 15; 7 males). IF took place for 24 or 16 hours and PE on the
treadmill for 40 minutes, both on three non-consecutive days of the week for 8 weeks.
Parameters of body weight, food consumption, murinometric measurements, brain and
liver weight, serum glucose and beta-hydroxybutyrate were evaluated. In addition, the
animals were subjected to behavioral anxiety tests in the elevated plus maze (EPM)
and open field (OF), and object recognition memory (spatial position and object shape
tests, as well as electrophysiological recording of CSD. IF reduced the number of
entries and the time of stay in the center and in the open arms of the OF and EPM. In
addition, IF reduced the discrimination index in memory tests and increased the speed
of CSD. On the other hand, PE increased the number of entries into the center of the
OF and slowed down the CSD propagation. It is proposed that IF, when initiated in
young rats, worsens behaviors linked to anxiety and memory and accelerates CSD,
while PE, alone or combined with IF, appears to reverse the negative effects of IF.
Future investigations are needed to deepen the relevance of these interventions for

health, especially at younger ages.

Keywords: periodic fasting; physical activity; behavior; central nervous system; brain

electrital activity.
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1 INTRODUCAO

O jejum intermitente (JI) consiste de uma estratégia alimentar que envolve
periodos de ingestdo cal6rica severamente restrita ou inexistente, alternados com
intervalos de consumo ilimitado (LIU, B. et al., 2019). Baseia-se em uma prética antiga,
podendo ser voluntario ou obrigatorio, utilizado para fins religiosos e de melhoria da
saude e que tem se tornado cada vez mais popular em todo o mundo (FARIS et al.,
2019). O JI juntamente com a prética regular de exercicio fisico (EF) conferem
resiliéncia ao induzir efeitos psicolégicos e fisioldgicos positivos, contribuindo com a
saude mental e fisica (SILVERMAN; DEUSTER, 2014).

Ciclos prolongados de JI e EF promovem uma “troca metabdlica”, na qual o
organismo, em geral, e o cérebro, em especial, utilizam, preferencialmente, como
fonte de energia, acidos graxos e cetonas (GRAJOWER; HORNE, 2019). Isso garante
gue as altas demandas energéticas do cérebro sejam supridas, mesmo em
concentracgdes limitadas de glicose, mas também, aciona uma cascata de sinalizacdes
gue modulam proteinas neurotréficas importantes para os processos de sobrevivéncia
e plasticidade neuronal (GIBBONS et al., 2023). Assim, JIl e EF podem estar
relacionados a efeitos neuroprotetores, como a melhora da funcdo cognitiva, da
aprendizagem e da retencdo de memaoria (CUNNANE et al., 2020).

Alguns mecanismos sao sugeridos estarem envolvidos nos efeitos benéficos
do JI e EF sobre o cérebro, a citar: angiogénese, acao antioxidante, anti-inflamatoria,
formacdo de corpos cetbnicos e de neutrofinas (RUBOVITCH et al.,, 2019;
SUJKOWSKI et al., 2022; NASARUDDIN; HALIM; KAMARUZZAMAN, 2020).
Demonstrou-se que o0 exercicio em esteira, por exemplo, aumenta o namero de
sinapses, de espinhas dendriticas e do comprimento do axdnio, que sao fatores
envolvidos no fortalecimento da plasticidade sinaptica (MU et al., 2022). Além disso,
o EF em animais favorece a neurogénese, aumenta a sobrevivéncia neuronal no
hipocampo (VAN PRAAG et al., 2005) e ativa o fluxo sanguineo no cerebelo e cortex
(SWAIN et al., 2003).

O JI, por sua vez, foi capaz de melhorar a neurogénese do giro denteado,
favorecendo a memodria de curta duracdo e consolidando memorias de longo prazo
em ratos (DIAS et al., 2021). Diferentes protocolos de Jl atenuaram o comportamento
semelhante a ansiedade em camundongos saudaveis e com colite, além de aliviarem

a neuroinflamacgéao e o estresse oxidativo (ZHANG et al., 2020). Contudo, em uma
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meta-analise realizada com humanos, foi demonstrado que o Jl ndo modificou as
caracteristicas relacionadas a ansiedade ou humor (FERNANDEZ-RODRIGUEZ et
al., 2022), o que demonstra que os dados sobre os efeitos comportamentais do Jl
ainda séo de certo modo controversos, demandando mais estudos a respeito.

Nesse contexto, destaca-se como um importante instrumento, para o estudo
e compreensdo da atividade eletrofisiologica do cérebro, o registro do fenémeno da
depressao alastrante cortical (DAC). Esta pode ser entendida como uma onda de
reducédo (depressédo) da atividade neuronal espontanea, desencadeada por um
estimulo elétrico, mecanico ou quimico em determinado ponto do cérebro. E
caracterizada por ser uma resposta reversivel e que se propaga lentamente de forma
concéntrica para regides corticais mais remotas, em relacdo ao ponto estimulado
(GONDIM-SILVA et al., 2019; MCCOMAS; UPTON, 2015).

A DAC tem sido associada a disturbios de excitabilidade cerebral e suas
enfermidades subsequentes (esclerose multipla, epilepsia, traumatismo craniano e
enxaqueca com aura). Uma vez que a atividade elétrica do cérebro controla suas
principais funcdes, o entendimento desse fenbmeno representa um instrumento
importante para a compreensdo do funcionamento cerebral na saude e na doenca
(FRANCISCO; GUEDES, 2018; GUEDES et al., 2017; GUEDES, 2011). Dessa forma,
evidencia-se a necessidade de investigar o impacto do Jl e do EF sobre a atividade
elétrica do SNC, especialmente por meio do registro da DAC, uma vez que diversos
fatores ambientais podem consideravelmente interferir nessa resposta (ROCHA-DE-
MELO et al., 2006).

Uma série de variaveis nutricionais e ndo-nutricionais de interesse clinico ja
foram identificadas como facilitadoras ou, alternativamente, obstaculos para a
propagacdo da DAC. Contudo, identifica-se uma lacuna acerca das implicacbes da
combinagcdo entre a pratica do jejum intermitente e do exercicio fisico na DAC,
sobretudo em idades mais jovens. Nesse sentido, faz-se experimentalmente
importante investigar tais efeitos sobre 0os parametros relacionados ao comportamento
ansioso, a retencao de informacgdes (memdria) e a atividade elétrica cerebral em ratos

jovens.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Efeitos do jejum intermitente no cérebro

Historicamente, o jejum foi utilizado como método de cura para doengas e
fortemente defendido por diversas figuras intelectuais. A seguir, alguns destes nomes
e 0 que escreveram sobre o assunto. Hipdcrates, o pai da medicina moderna: “Comer
quando vocé esta doente € alimentar sua doenga”. Plutarco, um antigo escritor grego:
“‘Em vez de usar remédios, € melhor jejuar hoje”. Philip Paracelsus, o fundador da
toxicologia: “O jejum € o maior remédio, o médico interior”. Benjamin Franklin, um dos
fundadores dos Estados Unidos: “O melhor de todos os remédios € o repouso € o
jejum” (VASIM; MAJEED; DEBOER, 2022; KERNDT et al., 1982). Afinal de contas, o
jejum é amplamente praticado com diversas finalidades até os dias de hoje.

O jejum intermitente (JI) é uma estratégia alimentar em que periodos de
rigorosa reducdo energética ou jejum sao intercalados por consumo ilimitado de
alimentos (TEMPLEMAN et al., 2018). Semelhante a restricdo caldrica (RC), o Ji
também tem como base o principio da restricdo da ingestao de alimentos, sendo este
focado em “quando” comer e ndo no “quanto” ou “o0 que” comer, que € mais comum
na RC (DONG et al., 2020; YOON; SONG, 2019). A adocado dessas estratégias
alimentares associadas a pratica regular de atividade fisica faz parte dos esforcos na
defesa de um estilo de vida mais saudavel e, consequentemente, maior prevencao de
doencas (ZUBRZYCKI et al., 2018; VERONESE; REGINSTER, 2019).

Nos ultimos anos, o Jl tem sido bastante estudado por contribuir para a perda
de peso (JEONG et al., 2016; OOIl; PAK, 2019; STOCKMAN et al., 2018) e
potencialmente atuar como coadjuvante no tratamento da obesidade (BYRNE et al.,
2018; JOSLIN; BELL; SWOAP, 2017). Ademais, consiste em uma pratica milenar,
voluntaria ou obrigatéria, utilizada por diversos povos ao redor do mundo para fins
religiosos, espirituais, culturais e de melhora da saude (FARIS et al., 2019; GOLBIDI
et al., 2017; MANCHISHI et al., 2018; SANTOS; MACEDO, 2018). Nesse contexto, 0
termo jejum intermitente abrange varios protocolos de restricdo alimentar baseados
na frequéncia de consumo, que ja foram descritos por diferentes autores (BROCCHI
et al.,, 2022; GUDDEN; VASQUEZ; BLOEMENDAAL, 2021; DONG et al., 2020;
WELTON et al., 2020; GRAJOWER; HORNE, 2019; YOON; SONG, 2019) e os mais

comuns estao sumarizados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Diferentes protocolos de jejum intermitente.
Protocolo Descricao
As refeicOes sédo feitas por um periodo restrito
Alimentagdo com tempo limitado  de 6 ou 8 horas por dia seguido de 16 ou 18
horas de jejum.
) ) Jejum de 24 horas seguido de 24 horas de
Jejum em dias alternados _
alimentacgao regular.
Consumo bastante restrito ou ausente em 2
Dieta 5:2 ou jejum periddico dias nao consecutivos da semana e
alimentacdo livre nos outros 5 dias.
Dieta que imita o jejum Baixa ingestéo caldrica por 5 dias consecutivos
(variacdo do protocolo 5:2) praticada uma vez por més.
Jejum de propésito religioso com abstencao de
Ramada alimentos e liquidos do amanhecer até o por do

sol durante o més sagrado.

Diversos estudos apontam os beneficios do JI na regulacdo de parametros
metabdlicos, no controle de doencas crbnicas, no aumento da longevidade e na
recuperacdo da saude (BAGHERNIYA et al., 2018; GANESAN; HABBOUSH;
SULTAN, 2018; RYNDERS et al., 2019). Uma meta-analise (MIRMIRAN et al., 2019)
envolvendo estudos com humanos demonstrou melhora nos indicadores lipidicos e
lipoproteicos, especialmente o HDL, apds o Ramada. O JI também favoreceu o gasto
energético, promoveu o browning do tecido adiposo branco (TAB) (LIU, B. etal., 2019)
e melhorou marcadores de envelhecimento (STEKOVIC et al., 2019). Em modelos de
animais obesos, 0 jejum em dias alternados assegurou perda de peso com
manutencdo de massa magra (GOTTHARDT et al., 2016); melhorou a tolerancia a
glicose e baixou os niveis de insulina circulante (JOSLIN; BELL; SWOAP, 2017), bem
como retardou o aparecimento de desequilibrios neoplasicos (CHEN et al., 2016; XIE
et al., 2017).

Independente destes resultados positivos, os dados acerca do papel do Jl no
metabolismo permanecem controversos e os mecanismos envolvidos ainda n&o foram
totalmente elucidados (SHIN et al.,, 2018; TEMPLEMAN et al., 2018). Entretanto,
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algumas vias sao propostas e estédo sob investigacao cientifica para explicar a relacéo
entre o JI e a promocao da saude, a citar: autofagia, resisténcia ao estresse, reducao
das citocinas inflamatdérias, producao sistémica de fatores neurotréficos, microbiota
intestinal e mudancas no estilo de vida (BAGHERNIYA et al., 2018; BAHAMMAM;
ALMENEESSIER, 2020; LESSAN; ALI, 2019; PATTERSON; SEARS, 2017).

As alteracdes decorrentes do JI também podem promover efeitos no cérebro.
ApOGs longos periodos de jejum, o organismo inicia uma “troca” metabdlica na
utilizacao de glicose para acidos graxos, 0s quais sdo convertidos a corpos cetdnicos,
gue atuam como sinalizadores e reguladores de fatores de transcricdo em neurdnios
(GRAJOWER; HORNE, 2019). As vias anabdlicas sao inibidas (por exemplo, a sintese
proteica) e 0s processos catabolicos favorecidos, aumentando a resisténcia ao
estresse, reparo tecidual, reciclagem de moléculas danificadas (autofagia),
melhorando a fung&o mitocondrial (VASIM; MAJEED; DEBOER, 2022). Além disso, o
JI enriquece a diversidade da microbiota intestinal, que por meio do eixo microbiota-
intestino-cérebro, leva a altera¢cdes anatébmicas e funcionais no cérebro, que podem
melhorar o funcionamento cognitivo e a progressao dos disturbios relacionados
(GUDDEN; VASQUEZ; BLOEMENDAAL, 2021).

O JI tem sido associado a melhora da disfuncdo e degeneracédo celular em
modelos animais de doencas neurolégicas (MATTSON et al., 2018; ZHOU et al.,
2019), uma vez que 0 jejum parece agir como um estressor metabolico que pré-
condiciona os neurdnios para a expressdo de diversos fatores neuroprotetores
importantes (FANN et al., 2017). Embora esses mecanismos ndo estejam totalmente
estabelecidos, o Jl € capaz de aumentar a resisténcia das células e combater a
inflamacéo, o estresse oxidativo e a excitotoxicidade (MATTSON et al.,, 2018;
SHOJAIE; GHANBARI; SHOJAIE, 2017). Algumas evidéncias pré-clinicas e clinicas

sobre os efeitos do JI nos disturbios do cérebro estdo resumidas no Quadro 2.
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Quadro 2 - Resumo dos estudos com aplicacdo de jejum intermitente nos distarbios do cérebro em animais e humanos.

Referéncia

ZHOU et al., 2019

LIU, Y. etal., 2019

CIGNARELLA et al.,
2018

CHOl et al., 2016

MANZANERO et al.,
2014

HARTMAN;
RUBENSTEIN;
KOSSOFF, 2013
EDDAHBY; KADRYI;
MOUSSAQUI, 2014

FAWZ] et al., 2015

Disturbios

Doenca de

Parkinson
Alzheimer

Esclerose
multipla
Esclerose

multipla

Derrame

isquémico

Epilepsia

Transtorno

bipolar

Espectro da

esquizofrenia

Espécie

Roedores

Roedores

Roedores

Humanos

Roedores

Humanos

Humanos

Humanos

Tipo de JI

Jejum que imita
a dieta

Jejum em dias

alternados

Jejum em dias
alternados
Jejum que imita
a dieta
Alimentacao
com tempo

limitado

Dieta 5:2

Ramada

Ramada

Duracéo

3 ciclos de 3

dias

4 semanas

lciclode 7

dias

3 meses

2 meses

30 dias

30 dias

Achados

Maior retencéo de funcdo motora e menor perda

neuronal dopaminérgica na substancia negra

Reducao da hiperexcitabilidade e recuperacao

da plasticidade sinaptica no hipocampo

Reducao da inflamacao, desmielinizacéo e do
dano axénico
Autorrelatos reduzidos de incapacidade por

esclerose multipla

Aumento da neurogénese basal e atenuacéo da

proliferacdo celular irregular

Melhor controle de convulsdes em criancas

Recaida no transtorno bipolar

Piora dos sintomas de esquizofrenia
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Como visto acima, os resultados sdo conflitantes e ainda ndo esté claro se os
beneficios atribuidos ao JI sobre o cérebro, observados na maioria dos estudos com
animais, sao também aplicados no contexto clinico. Visto que poucas investigacdes
com humanos demonstraram os efeitos positivos do JI, e este ainda nao foi totalmente
explorado em termos de seu efeito a longo prazo sobre o funcionamento cerebral
(ALKURD et al., 2024). Buscar elucidar essas questdes se faz necessario, uma vez
gue ainda ndo existem terapias eficazes para diversas doencgas gque atingem o sistema
nervoso central (SNC). Embora o objetivo principal desta tese néao esteja relacionado
as condicdes patologicas, a DAC, por ser um fenbmeno eletrofisioldgico que se
associa com a excitabilidade cerebral, possui alguns pontos semelhantes aos quadros
clinicos das referidas doencas, sendo, entéo, interessante citar alguns estudos que

avaliem a relacdo entre o JI e os disturbios do cérebro.

2.2 Implicagbes do exercicio fisico no sistema nervoso central

Geralmente, os termos “atividade” e “exercicio” fisico s&o utilizados como
sindnimos, entretanto, mesmo com diversos elementos em comum, descrevem
conceitos distintos. Atividade fisica refere-se a qualquer movimento corporal
produzido por meio da musculatura esquelética que resulta em gasto energético.
Ademais, representa um fendmeno complexo que envolve atividades livres como:
caminhar, correr, pedalar, dancar, subir escadas, realizar afazeres domésticos etc.
(CARVALHO et al., 2021). Exercicio fisico (EF) corresponde a uma subcategoria de
atividade fisica, definido como um conjunto de movimentos planejados, estruturados,
repetitivos e com objetivos determinados, por exemplo: manter ou melhorar a aptidao
fisica, o desempenho ou a saude (MATTOS et al., 2020; CASPERSEN; POWELL,;
CHRISTENSON, 1985).

Dentre os tipos de exercicio fisico, pode-se destacar duas categorias basicas:
aerobicos e anaerdbicos, que sao diferenciados pelo metabolismo energético utilizado
preferencialmente no momento da pratica dos movimentos. No exercicio aerdbico, o
oxigénio é a fonte para a utilizacdo dos substratos, que produzirdo a energia
necessaria para os musculos em atividade. E um exercicio continuo, de longa
duracao, de baixa/moderada intensidade e estimula os sistemas cardiorrespiratério,
vascular e metabdlico. Sdo exemplos desse tipo: corrida, ciclismo e natacdo
(DOMICIANO; ARAUJO; MACHADO, 2010). O exercicio anaerébico é definido como
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um exercicio de for¢a, de alta intensidade e curta duracao, independente de oxigénio
para o uso de energia, no qual a fadiga muscular surge mais rapidamente devido ao
acumulo de acido latico. Como exemplo pode-se citar, o treinamento intervalado de
alta intensidade (HIIT) e a musculagao (PATEL et al., 2017).

Para o estudo das repercussoes fisiolégicas do EF em modelos animais, é
possivel utilizar dois tipos de protocolos: voluntério e forcado (KREGEL et al., 2006).
O EF voluntério permite que o animal corra liviemente em uma roda, sem alterar o
ritmo circadiano, em um ambiente menos estressante, com menor interferéncia do
pesquisador e sem estimulos aversivos que forcam o movimento (GOH; LADIGES,
2016). Esse protocolo é semelhante ao padréo natural realizado pelos humanos e tem
sido utilizado para estudar os efeitos sobre o comportamento e as respostas
adaptativas ao exercicio (MANZANARES, BRITO-DA-SILVA, GANDRA, 2019). O EF
forcado € bastante aplicado nas pesquisas, uma vez que permite a padronizacao de
variaveis como intensidade, frequéncia e duracdo. Os mais usados incluem: subir
escada, corrida em esteira e natacdo em tanques (SEGABINAZI et al., 2019; KREGEL
et al., 2006). Uma limitac&o importante desse modelo consiste na necessidade de os
animais realizarem um periodo de familiarizagdo, com ou sem estimulos aversivos,
gue pode constituir fonte de estresse (CONTARTEZE et al., 2008).

A literatura cientifica tem extensivamente demonstrado a correlagdo positiva
entre um estilo de vida fisicamente mais ativo e 0os beneficios a salude. A pratica de
EF consiste em uma estratégia ndo-farmacologica eficiente para a melhora de
diversas doencas cronicas e de alguns indicadores de saude mental (emocéo,
personalidade, processo cognitivo e depressdo) (SHANG; XIE; YANG, 2021;
SCHEFFER; LATINI, 2020). Apesar das inumeras evidéncias a respeito da
importancia do EF, uma parcela grande da populacdo ainda néo aderiu a essa préatica,
0 gque deixa os profissionais de saude preocupados com a inatividade fisica, tornando
imprescindivel a inclusdo dessa ferramenta aos planos de prevencao e tratamento de
doencas (COLLADO-MATEO et al., 2021; GRASDALSMOEN et al., 2020).

Em modelos animais e em seres humanos, o EF pode promover adaptacdes
fisiolégicas benéficas a saude, reduzindo o risco de mortalidade por condi¢des
patolégicas como, doengas cardiovasculares, diabetes mellitus, sindrome metabdlica
e osteoporose (LARSEN; MATCHKOV, 2016; LEMES et al., 2018; KELLEY et al.,
2018). Ademais, o EF promove alteragdes na fisiologia, imunidade e metabolismo do

hospedeiro, que podem modular a funcdo gastrointestinal e prevenir patologias
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associadas: cancer de colon, colelitiase, diverticulite, doenga inflamatoria intestinal e
constipagdo (YANG et al., 2021; LIRA et al., 2019). Isso ocorre devido a acédo do EF
em estimular um estado anti-inflamatorio, ativar o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA), reforcar a funcdo neuromuscular, aumentar a biossintese mitocondrial e
modificar a microbiota intestinal (CERDA et al., 2016).

O EF também pode exercer efeito plastico sobre o SNC e, independentemente
da modalidade, induz uma ampla gama de beneficios a satde do cérebro. Apos o EF,
processos de neurogénese, complexidade dendritica e vascularizagdo (angiogénese)
cerebral encontram-se aumentados, bem como maior producdo de fatores
neurotroficos, promocdo da sobrevivéncia neuronal e otimizagdo das respostas
neuroendocrinas ao estresse (MAHALAKSHMI et al., 2020; ROCHA et al., 2014).
Estudos com animais demonstraram que a corrida em esteira inibiu significativamente
a apoptose neuronal no hipocampo e induziu angiogénese proporcionando protecao
contra isquemia cerebral (TANG et al., 2018; LU et al., 2017). Em humanos, houve
melhora no desempenho cognitivo, na memoria, reducdo da ansiedade, depresséao,
humor negativo e menor atrofia cerebral (ANDREOTTI et al., 2020; ALLARD et al.,
2017; CONSORTI; MARCO; SANSEVERO, 2021).

Além do ja mencionado, o EF tem influéncia sobre a estrutura e funcdo do
SNC, conferindo beneficios de protecdo contra algumas doencas psicolégicas e/ou
neurolégicas incluindo: ansiedade (STUBBS et al., 2017), depressao (KANDOLA et
al., 2019), acidente vascular cerebral (BELFIORE et al., 2018), epilepsia (DE
ALMEIDA et al., 2017) e doencas de Parkinson (INTZANDT; BECK; SILVEIRA, 2018)
e Alzheimer (VERONESE et al., 2018). Algumas vias Sdo propostas para esses
efeitos, por exemplo: aumento da neurogénese e do volume hipocampal (VARMA et
al., 2015); maiores niveis de proteinas sinapticas (FERNANDES et al., 2016);
formacdo de novas espinhas dendriticas (LEAL, COMPRIDO, DUARTE, 2014);
aumento das subunidades dos receptores glutamatérgicos (STAPLES; SOMKUWAR,;
MANDYAM, 2015) e maior expressdo de fatores neurotréficos como o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), principalmente (ELDOMIATY et al., 2017).

Uma meta-andlise evidenciou a seguranca e a eficacia do EF como
intervencéo terapéutica adicional para a qualidade de vida, cognicdo e sintomas
depressivos (DAUWAN et al., 2019), reforcando a ideia de que o EF nao deve ser
aplicado de maneira autbnoma para lidar com neuropatologias, mas de forma

complementar (MAHALAKSHMI et al., 2020). O EF exerce efeitos neuroprotetores
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(Figura 1) sobre as células neuronais e funcao cerebral, os quais ocorrem por meio
de alguns mecanismos de sinalizacdo que nao foram completamente elucidados até
0 momento, mas sabe-se que neurotrofinas (ex: BDNF) (MATTSON, 2012), hormoénios
(ex: irisina) (ZSUGA et al., 2016) e neurotransmissores (ex: dopamina) (LIN; KUO,
2013) sdo participantes diretos desses mecanismos. Outros aspectos fisiol6gicos
afetados pelo EF incluem: neuroplasticidade, sinalizagdo hipocampal da insulina,
autofagia, respostas antioxidantes e anti-inflamatérias, sobrevivéncia celular e
apoptose (MAHALAKSHMI et al., 2020).

O EF eleva as concentragbes de serotonina e GABA no SNC, e 0s baixos
niveis desses neurotransmissores estdo relacionados aos desequilibrios de humor
(CAO et al., 2022). Logo, o EF tem sido associado as melhoras efetivas nas emocdes
humanas e nos comportamentos relacionados a ansiedade e depressao em ratos
(LAPMANEE et al., 2017; MORGAN et al., 2018). O glutamato também €& um
importante neurotransmissor que exerce papel fundamental na memoria e nas
funcdes cognitivas, mas quando liberado em excesso pode levar a neurotoxicidade, e
o EF parece influenciar esses dois paradigmas de atuacao do glutamato (MADDOCK
et al., 2016; SHEKARCHIAN; PEERI; AZARBAYJANI, 2023).
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Figura 1 - Efeitos neuroprotetores do exercicio fisico (EF).
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Os efeitos do EF no cérebro consistem na melhora da salude cerebral e da cogni¢do por meio da
reducdo de fatores de risco periféricos (indiretos) para declinio cognitivo e diretamente por meio de

diversas alteracdes neuroquimicas. Fonte: Adaptado de Vorkapic-Ferreira et al. (2017).

2.3 Jl e EF associados a ansiedade e memoria

A alimentacdo constitui um pilar importante para a promocdo de efeitos
protetores ou deletérios a memoria. Enquanto uma dieta rica em gordura alterou
negativamente o desempenho de memodria e diminuiu a espessura das camadas
celulares do hipocampo, o Jl foi capaz de reverter essas repercussoes desfavoraveis,
indicando um efeito de carater neuroprotetor (HAZZAA et al., 2020). Park e Shin
(2021) observaram que ratos com deméncia, tiveram o comprometimento da memoaria
suprimido pelo JI, principalmente quando associado a dieta hiperproteica. Outros
estudos também demonstraram que o Jl foi capaz de aprimorar a memoria de curta
duracdo, consolidar as memorias de longo prazo e melhorar o aprendizado em
roedores (DIAS et al., 2021; HANJANI et al., 2022).

Diversos estudos tém demonstrado o papel do Jl sobre a funcéo cognitiva
impactando, principalmente, os transtornos comportamentais de humor e ansiedade.

Periodos mais longos de jejum parecem contribuir para que as cetonas liberadas, além
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de serem utilizadas como fonte de energia, participem também da regulacdo dos
fatores de transcricdo em neurdnios, contribuindo para a melhora da biogénese
mitocondrial, regeneracdo de axdnios desmielinizados, plasticidade sinaptica e
resisténcia ao estresse nas células nervosas (GUDDEN; VASQUEZ;
BLOEMENDAAL, 2021; BAHR et al., 2020). Além disso, a supresséo de respostas
inflamatoérias e de estresse oxidativo, e os efeitos mediadores na composi¢cao da
microbiota intestinal podem ser algumas das vias associadas aos beneficios do Ji
sobre o comportamento (ZHANG et al., 2020).

A literatura, também, tem se dedicado a andlise da associacdo entre a
implementacdo do jejum e os disturbios comportamentais. Em camundongos
saudaveis e com colite, foi observado a diminuicdo do comportamento semelhante a
ansiedade a partir da instauracao de protocolos cronicos de JI (ZHANG et al., 2020;
CARTERI et al; 2021). Em humanos, o Ramada proporcionou resultados positivos
relacionados ao comportamento de ansiedade, bem como melhor controle psicologico
e emocional (AKBARI et al., 2022). Por outro lado, Fernandez-Rodriguez et al. (2022)
demonstraram por meio de meta-analise, que, de maneira geral, o JI ndo modificou
0s escores relacionados a ansiedade ou humor.

A associacao entre o protocolo de alimentacéo por tempo limitado e o EF em
esteira durante 4 semanas foi proposta como estratégia importante capaz de produzir
efeitos ansioliticos em ratos (SOARES et al., 2021). Paralelamente, em humanos, o
desvio do metabolismo da glicose provocados pelo Jl e EF, por meio da destituicao
da glicose como combustivel principal para o cérebro, propicia a cognicdo um
mecanismo neuroprotetor, de modo a cooperar para a potencializacdo da plasticidade
neuronal, da capacidade de memorizacao e do aprendizado (GIBBONS et al., 2023).

A otimizacdo da qualidade de vida pode ser um dos aspectos positivos
relacionados ao EF, visto que a melhora de parametros associados a funcao neuronal
favorece o bem-estar (KANDOLA; STUBBS, 2020; IZQUIERDO-ALVENTOSA et al.,
2020). O carater assertivo do EF na saude mental de criancas e adolescentes durante
a pandemia de COVID-19 foi demonstrado por Okuyama et al. (2021), uma vez que a
auséncia de atividade fisica regular, decorrente do lockdown imposto pela pandemia,
contribuiu com a piora da saude mental desses individuos. Em idosos, o EF foi
apontado como uma estratégia terapéutica de baixo custo, capaz de produzir efeitos
ansioliticos consideraveis, que auxiliam na melhora da aptidao fisica e na promogéo

da saude (KAZEMINIA et al., 2020). Dessa forma, o EF consiste em uma pratica que
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deve ser estimulada, ndo s6 como parte de um plano terapéutico, mas também como
um meio para prevenir transtornos psiquiatricos como depressao e ansiedade (WU et
al., 2022).

Sao propostos alguns mecanismos pelos quais o EF exerce efeitos positivos
no comportamento: (1) alteragbes na microbiota intestinal; (2) participagdo em
processos celulares vitais, como autofagia e (3) neutralizacdo dos efeitos toxicos de
radicais livres e mediadores inflamatorios (ALI; KUNUGI, 2020). O EF melhora a satde
do cdlon, aumentando a diversidade da microbiota e o balanco entre as comunidades
de bactérias benéficas e patogénicas, o que interfere na funcéo cerebral, cognicéo e
comportamento (GUBERT et al., 2020). Autofagia € um mecanismo de manutencao
da homeostase intracelular por meio da degradacao de moléculas disfuncionais, e 0
EF regula a expresséao dos fatores de transcricéo relacionados aos genes de autofagia
(MEJIAS-PENA et al., 2017; CHEN et al., 2023).

Além disso, promove melhoria na transmissao sinaptica que reduz os
sintomas de ansiedade e potencializa a ativacdo de vias hepaticas e cerebrais para
maior tolerancia ao estresse (YAN et al., 2022). O EF aerobio regular pode também
agir na liberacéo de serotonina, modulando a plasticidade sinaptica, melhorando a dor
e comportamentos de ansiedade (ZHOU et al., 2021). Exercicio compulsério em
esteira possibilitou melhoras neurobiolégicas e comportamentais em camundongos,
observadas a partir do maior nimero de entradas nos bracos abertos no teste do
labirinto em cruz elevado, indicando possiveis efeitos ansioliticos (TAI et al., 2020).

O EF aerdbio proporcionou a reversdo de efeitos deletérios a memoria
aversiva em ratos idosos, diminuindo marcadores inflamatérios e aumentando a
acetilacdo de citocinas anti-inflamatérias (MAHALAKSHMI et al., 2020). De acordo
com Sujkowski et al. (2022), o exercicio de resisténcia instiga a liberacdo de
neurotrofinas que estimulam a regeneracao de nervos, a angiogénese, a autofagia e
a plasticidade neuronal, contribuindo para o retardo do envelhecimento cerebral e
preservacdo da memdria. Apesar do EF ser considerado uma importante estratégia
para o0 progresso cognitivo, Sanders et al. (2020) ndo encontraram resultados
significativos na funcdo cognitiva entre idosos sedentarios e idosos exercitados,
ambos com deméncia. JA em idosos cognitivamente saudaveis, o EF regular
favoreceu a memoria de trabalho (XIONG et al., 2021).

O sedentarismo esta associado a um mau prognaostico da funcdo cognitiva e

ao declinio das aptiddes ligadas a memaria e aprendizagem. Boujelbane et al. (2022)
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observaram que durante o Ramada, idosos sedentarios tiveram piora da
aprendizagem associativa. Todavia, o grupo de idosos ativos apresentou melhoria de
varios parametros cognitivos, demonstrando que a associagao entre as praticas de Ji
e EF pode trazer beneficios a saude. O EF, ainda, atenuou os efeitos deletérios sobre
a regulacdo em subunidades sinpticas do hipocampo dorsal, fungcao neurocognitiva
e memoria espacial de longo prazo, decorrentes dos processos neuroinflamatéorios
pos-cirtrgicos (CHEN et al., 2022; LAl et al., 2021).

Diante do exposto, pode-se observar que o papel do JI e do EF sobre os
aspectos comportamentais de humor e de ansiedade, bem como fungdes cognitivas
e de memoria parece depender de condi¢cdes de saude/doenca, idade, espécie etc.
Dai a necessidade de mais investigacOes para o melhor entendimento da importancia
dessas estratégias no contexto da promocdo de saude e terapia de desordens

cerebrais.

2.4 Caracteristicas gerais da depresséo alastrante cortical

A depresséo alastrante cortical (DAC) é um fendmeno eletrofisiologico que foi
inicialmente descrito pelo pesquisador brasileiro Aristides A. P. Le&o, enquanto
realizava experimentos relacionados a atividade epiléptica em coelhos. Foi entéo,
guando ele observou uma resposta interessante, que se caracterizava por uma
reducdo (depressdo) acentuada e duradoura da atividade elétrica espontanea do
cortex cerebral (LEAO, 1944a). O professor Ledo (1944b) destacou que essa resposta
pode ser desencadeada por sinais elétricos, mecanicos ou quimicos, em um
determinado ponto de estimulo no cértex e se propaga (alastra) para regides mais
distantes na superficie cerebral.

A partir do ponto estimulado, as ondas de reducdo da atividade elétrica se
propagam de forma concéntrica a uma velocidade consideravelmente lenta, variando
de 2 a 5 mm/min (GUEDES; ABADIE-GUEDES, 2019). Esse fenbmeno pode ser
detectado experimentalmente pelo eletrocorticograma (ECoG) e € totalmente
reversivel, uma vez que a regido deprimida € completamente recuperada ap6s 5 a 10
minutos da deflagracdo da onda (LAURITZEN et al., 2011). A supressédo elétrica
cortical é, também, caracterizada por uma intensa despolarizagdo neuronal e glial,

redistribuicdo dos ions cerebrais, bem como alteracbes transitorias no fluxo
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sanguineo, taxa metabdlica e de oxigenacdo (MATHEW; PANONNUMMAL, 2022;
CHEN et al., 2020).

Simultaneamente a reducdo do ECoG, observa-se uma variacao lenta de
voltagem (VLV) com duracéo total de 2 a 6 minutos. A superficie do tecido sob agéo
da DAC, primeiro torna-se negativa por 1 a 2 minutos, atingindo valores maximos
variando entre — 5 e — 20 milivolts. Em seguida, a regiao torna-se entéo positiva por 3
a 5 minutos, com amplitude geralmente menor que a da fase negativa (LEAO, 1947).
A VLV pode ser medida, com um amplificador acoplado a corrente-direta, a partir da
referéncia de um ponto extra cortical que apresenta um potencial invariante, como,

por exemplo, os 0ssos nasais (GUEDES, 2011) (Figura 2).

Figura 2 - Ciclo de etapas da depressao alastrante cortical (DAC).

4

(A) Desenho de um cértex normal e o ponto estimulado (x) de origem da DAC. (B-D) Propagacao
concéntrica da DAC. As areas em branco representam as regides inicialmente deprimidas pelo
fendbmeno e as areas quadriculadas indicam as regifes refratarias, p6s-DAC e antes da recuperacéo.
(E-F) Processo de recuperacd@o. As areas em preto dentro do cortex mostram a recuperacao que é
iniciada no ponto de estimulo (E) e atinge regides remotas (F). Por fim, todo o cortex é recuperado e

retorna a condicao inicial (A). No centro, estao representados o eletrocorticograma (ECoG) e a variagao
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lenta de voltagem (VLV) (tragcados superior e inferior, respectivamente). As etapas A-F jA mencionadas
estdo também representadas no ECoG. Legenda: min = minuto; mV = milivolts. Fonte: Adaptado de
Guedes (2011).

A DAC representa um “silenciamento” da atividade elétrica do cérebro, que é
causada por uma despolarizagdo neuronal e glial disseminada (GUEDES; ABADIE-
GUEDES, 2019). A despolarizacédo é caracterizada pela falha aguda na homeostase
dos ions cerebrais, especialmente potassio, calcio, sodio e cloreto (DREIER, 2011).
Durante esse fendmeno, ocorre efluxo de potassio, com a concentracdo extracelular
aumentando de 3-5 para até 60 mmol/L, e influxo de ions calcio (com a concentracdo
extracelular caindo de 1.2 para 0.1-0.2 mmol/L), cloreto (de 120 para 50-70 mmol/L) e
sédio (de 150 para 50-70 mmol/L) (MATHEW; PANONNUMMAL, 2022).
Concomitantemente, ha reducdo no pH extracelular de 7,3 para 6,9, e absorcéo de
agua. No caso dos neuronios, o influxo de agua provoca inchagco das células e
alteracoes dendriticas (IFTIKHAR et al., 2020).

Ledo também evidenciou que a DAC € acompanhada de uma resposta
vascular multifasica: com vasodilatagcao transitoria inicial, seguida de vasoconstricao
(CHARLES; BACA, 2013; LEAO; MORISON, 1945). Essa alteracdo vascular pode
estar relacionada ao comprometimento do metabolismo cerebral, devido a suspenséo
do aporte sanguineo (oligoemia), alteracdo no acoplamento neuro vascular e
suprimento inadequado de oxigénio (MATHEW; PANONNUMMAL, 2022). Contudo,
acredita-se que a DAC esteja associada a uma série de fatores, tais como, liberacéo
de neurotransmissores, hipoxia, hipoglicemia, isquemia, status nutricional, condi¢cdes
ambientais, dentre outros (IFTIKHAR et al., 2020; KRAMER et al., 2016).

Mesmo com os diversos esfor¢cos da comunidade cientifica em investigar a
DAC sob condicBes normais e patologicas, 0os mecanismos exatos por tras do
fendbmeno permanecem nao totalmente compreendidos (COZZOLINO et al., 2018).
No entanto, ao longo dos anos desde a sua descoberta em 1944, ja se foi possivel
identificar algumas caracteristicas dos aspectos mais relevantes da DAC, os quais

foram sumarizados por Guedes (2011), como exposto a seguir (Quadro 3).
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Quadro 3 - Principais caracteristicas dos aspectos mais relevantes da DAC.

Caracteristicas da DAC

1) E um fenémeno cooperativo, que necessita de uma quantidade minima de

células para ser gerado e propagado;

2) O estimulo nédo precisa ser especifico, qualquer variacdo repentina de energia
pode deflagrar;

3) E totalmente reversivel, a regido deprimida € recuperada apés 5 a 10 minutos;

4) Propaga-se igualmente de uma area sensorial para uma regiao motora e vice-
versa,
5) Tem sido observado em todas as espécies de vertebrados estudadas até hoje,
incluindo o ser humano;
6) A velocidade de propagacéo € lenta (mm/min), paradoxalmente, em um tecido
cujo potencial de acao se propaga rapidamente (m/s);
7) Propaga-se mais facilmente em cérebros lisencéfalicos do que em
girenceéfalicos;
8) Nao esta claro se € um fenbmeno essencialmente fisioldégico ou se também
pode ser patologico.
Fonte: Adaptado de Guedes (2011).

Alguns disturbios na excitabilidade do cérebro e suas enfermidades
subsequentes — enxaqueca com aura, esclerose mdultipla, epilepsia, traumatismo
craniano e derrame, estdo clinicamente associados a DAC (TAMIM et al., 2021;
FRANCISO; GUEDES, 2018). Acredita-se que esses eventos possuem um papel
ciclico na progressado da lesdo cerebral, uma vez que a lesédo induz a depresséo
alastrante e, por outro lado, a ocorréncia de DAC, especialmente nos tecidos em risco,
resulta em dano cerebral adicional (CARLSON et al., 2017). Dessa forma, a busca em
compreender 0s mecanismos envolvidos na DAC, pode também ajudar a entender a
ocorréncia dessas doencas neurolégicas (GUEDES, 2011).

O cérebro, em condicbes normais, possui um certo grau de resisténcia a
ocorréncia da DAC, podendo tornar-se mais ou menos resistente a medida que a
velocidade de propagacdo do fendbmeno diminui ou aumenta, respectivamente

(GUEDES et al., 2017). Logo, o célculo da velocidade de propagacdo da DAC
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representa uma ferramenta Util para avaliar os aspectos eletrofisiolégicos da
sinalizacdo cerebral (GUEDES; ABADIE-GUEDES, 2019). Uma série de intervencdes
farmacolégicas, ambientais, hormonais e nutricionais podem alterar essa velocidade
de propagacéo, agindo como facilitadoras ou inibidoras do fenémeno (AMARAL-DE-
BRITO et al., 2020). Algumas das condigbes experimentais relacionadas a
suscetibilidade a DAC ja investigadas estéo listadas abaixo (Quadro 4).

Como pode ser visto na tabela subsequente, diversas condi¢cdes alimentares
e o exercicio fisico (EF) alteram a velocidade de propagacdo da DAC. O jejum
intermitente (JI), por sua vez, embora interfira nos processos neurais (LIU, Y. et al.,

2019), ainda néo tinha sido investigado no contexto do fenémeno.
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Quadro 4 - Condicdes de interesse clinico que aumentam (facilitam) ou diminuem

(dificultam) a velocidade de propagacédo da DAC.

Condicéo

Ingestéo cronica de
etanol

Glicemia

Desnutricdo no inicio da
vida
Envelhecimento

Anestésicos

Suplementacéo de
aminoacidos

Lactacao*

Exercicio fisico

Efeito na DAC

Facilitou a propagacao

Hiperglicemia reduziu e
hipoglicemia aumentou a
velocidade da DAC

Aumentou a velocidade
Dificultou a propagacéo
Reduziu a velocidade

Arginina e glutamina
aumentaram; triptofano,
taurina e alanina
diminuiram a velocidade

Condicao favoravel
dificultou e desfavoravel
facilitou a DAC
Desacelerou a
propagacao

Referéncia

ABADIE-GUEDES;
BEZERRA; GUEDES,
2016
XIMENES-DA-SILVA;
GUEDES, 1991,
COSTA-CRUZ; GUEDES,
2001
GUEDES et al., 2013

GUEDES; AMORIM;
TEODOSIO, 1996
GUEDES; BARRETO,
1992
MONTEIRO et al., 2011;
LIMA et al., 2009;
TRINDADE-FILHO:; et al.,
2009:;
FRANCISO; GUEDES,
2015
ROCHA-DE-MELO et al.,
2006

MONTEIRO et al., 2018;
2015; 2011

*Condicdo favoravel e desfavoravel de lactacdo representam, respectivamente, amamentacdo em

ninhadas com pequeno e grande nimero de filhotes. Legenda: DAC = depressao alastrante cortical.

Fonte: Adaptado de Guedes; Rocha-de-Melo; Teoddsio (2004).
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3 HIPOTESE

O jejum intermitente e o exercicio fisico, quando iniciados em ratos jovens,
sdo capazes de modular positivamente reacées comportamentais, promovendo
efeitos ansioliticos e de melhora da retencdo da memoéria, bem como desacelerando

a propagacao do fené6meno de depresséao alastrante cortical.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar os efeitos do jejum intermitente, do exercicio fisico e sua associa¢ao
nos parametros comportamentais de ansiedade e memodria e na atividade

elétrica cerebral em ratos.

4.2 Especificos

Investigar o impacto do jejum intermitente, exercicio fisico e sua combinacao,
no inicio da vida, sobre o consumo de racdo e 0 peso corporal, como
indicadores do desenvolvimento.

Avaliar os efeitos do jejum intermitente, exercicio fisico e sua combinagéo na
ansiedade e memoria dos ratos;

Estudar a atividade eletrofisioldgica do cérebro em ratos submetidos a jejum
intermitente, exercicio fisico e sua combinacdo, por meio do registro da
depresséao alastrante cortical (DAC);

Aferir as medidas de circunferéncia toracica, circunferéncia abdominal e
comprimento corporal dos animais, para a avaliagdo dos parametros
murinomeétricos, como indicadores adicionais do desenvolvimento;

Quantificar as concentracdes séricas de glicose e beta-hidroxibutirato em ratos
submetidos a jejum intermitente, exercicio fisico e sua combinacgéo;
Determinar o impacto do jejum intermitente, exercicio fisico e sua combinacao
no peso do cérebro e do figado, como indicadores dos efeitos dessas

intervencdes sobre os tecidos.
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5 METODOLOGIA

5.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos realizados seguiram 0s principios éticos sugeridos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e as normas de manejo
animal na pratica cientifica definidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA). Esta pesquisa foi aprovada pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
sob o processo de numero 006/2021 (Anexo), e foi desenvolvida no Laboratério de
Fisiologia da Nutricdo Naide Teodosio (LAFINNT), do Departamento de Nutricéo,
localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFPE.

5.2 Animais

Foram utilizados 64 ratos (30 machos e 34 fémeas), recém-desmamados, com
24 dias de vida, da espécie Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, provenientes
da colénia do Departamento de Nutricdo da UFPE. Os animais foram alocados em
gaiolas coletivas (LIDFORS et al., 2014; SHARP et al., 2002) de polipropileno (51 cm
x 35,5 cm x 18,5 cm), forradas por maravalha autoclavada, com livre acesso a agua
filtrada e racdo padréo comercial (Nuvilab®, com 25% de proteina). Além disso, foram
mantidos em ambiente com condicbes controladas de temperatura (23 + 1°C),
umidade relativa (50 £ 5%) e iluminacgéao (ciclo claro-escuro de 12 horas, com as luzes

acesas as 06:00 horas e apagadas as 18:00 horas).

5.3 Desenho experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: a)
Controle, sedentario com alimentacéo livre (n = 14, 6 machos); b) Jejum intermitente,
sedentario (n = 20; 10 machos); c) Exercicio fisico, alimentacdo livre (n = 15; 7
machos) e d) Jejum intermitente + Exercicio fisico (n = 15; 7 machos). A partir do dia
pos-natal (DPN) 24 os ratos foram separados por sexo e grupo experimental, contendo
até 4 animais em cada gaiola. Inicialmente, passaram por um processo de

familiarizacdo aos protocolos do estudo durante 1 semana, periodo este no qual o0s
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dados coletados ndo foram contabilizados. Apds a adaptacdo, deu-se inicio ao
experimento principal de jejum intermitente e exercicio fisico em esteira com duracgao
total de 8 semanas (Figura 3). O peso corporal e o consumo de racado foram
monitorados e registrados semanalmente. Apdés 8 semanas, 0s animais foram
submetidos aos testes comportamentais, seguidos do registro da depressdo
alastrante cortical e por fim, foram eutanasiados durante o processo de perfusao
sanguinea para obtencdo do cérebro intacto. Cada uma dessas etapas sera melhor

descrita nos topicos a seguir.

Figura 3 - Desenho experimental de acordo com o tempo em semanas decorrido do

estudo.

DPN DPN

DPN 24-30 DPN 31-86 87-93 | | 94-100
i |
[ |

e — — — — — — =21 —{ 8 )—{ 9 }—{ 10 |= ===~
<&> 0 1 2 3 4 > 6 Ji Tempo
(semanas)
I | : J
Adaptacédo/ v Peso corporal
familiarizagao v' Consumo de ragéo Testes
v Jejum intermitente comportamentais
v’ Exercicio fisico

Legenda: DPN = dia pés-natal; DAC = depresséo alastrante cortical. Fonte: préprio autor.

5.4 Avaliacédo do peso corporal

Os animais foram pesados com auxilio de uma balanca digital de precisédo
(CLINK, modelo Sf-400) durante trés dias fixos na semana (segunda, quarta e sexta),
no mesmo horario pela manha (entre 07:00 e 08:00 horas), ao longo das 8 semanas
de protocolo experimental, e também no dia em que foi realizado o registro
eletrofisiolégico da DAC. Para analise dos resultados foram selecionados os pesos
registrados no DPN 31, DPN 38, DPN 45, DPN 52, DPN 59, DPN 66, DPN 73 e DPN

80, que representam cada semana (semanas de 1 a 8) de experimento.

5.5 Avaliagéo do consumo de ragéo
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O consumo médio de racdo também foi avaliado em trés dias fixados na
semana no mesmo horario pela manhd durante todo o periodo experimental. A
guantidade em gramas de racéo ingerida por animal foi determinada a partir da média
de consumo encontrada para cada gaiola (SUN et al., 2016) que continha até 4
animais. Tanto a oferta quanto as sobras de racéo foram pesadas com auxilio de uma
balanca digital de precisdo (CLINK, modelo Sf-400) e registradas para compor o
calculo do consumo médio de racao (Quadro 5).

Quadro 5 - Calculo do consumo médio de racéo por animal.

oferta de ragao - sobra de ragao
n de animais por gaiola

CR(9) =

Legenda: CR = consumo médio de racdo; g = gramas; n = nimero. Fonte: Adaptado de Sun et al.
(2016).

Apoés a determinacdo do consumo médio de racdo por animal, para uma
melhor expressao dos resultados, foram definidos os valores relativos de consumo de

racao, calculados a partir de 100g do peso corporal (Quadro 6).

Quadro 6 - Determinacédo do consumo de racao relativo.

CR
CRr. (g) = % x 100

Legenda: CRr = consumo de ragéo relativo; g = gramas; CR = consumo de rac¢édo; PC = peso corporal.
Fonte: Adaptado de Antunes et al. (2018).

Semelhante a andlise de peso corporal, os resultados para o consumo de
racao foram expressos para DPN 31, DPN 38, DPN 45, DPN 52, DPN 59, DPN 66,
DPN 73 e DPN 80 (semanas de 1 a 8).

5.6 Protocolo de jejum intermitente
Os animais do grupo controle e do grupo exercicio fisico (sem privacédo

alimentar) tiveram acesso livre a racdo padrdo comercial (Nuvilab®, com 25% de

proteina) durante todo o experimento (CHAMORRO et al., 2019). Baseado nos dados
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disponiveis na literatura, nos aspectos logisticos do experimento e nas sugestfes
acolhidas no decurso do trabalho, o protocolo de jejum intermitente (J1) foi dividido em
dois: I) JI de 24 horas e Il) JI de 16 horas. No primeiro, o JI foi utilizado durante 24
horas em trés dias ndo consecutivos por semana (segunda, quarta e sexta) durante 8
semanas (LIU, B. et al., 2019). A racdo era completamente removida da gaiola as
08:00 horas da manha para iniciar o dia do jejum e recolocada no mesmo horario do
dia seguinte para inicio do dia de alimentacao (LIU, Y. et al., 2019). No outro protocolo,
os pellets de racdo foram também removidos em trés dias ndo consecutivos por
semana (segunda, quarta e sexta) durante 8 semanas, mas o jejum teve duracao de
16 horas, de forma que a alimentacao ficou disponivel no periodo das 08:00 as 16:00
horas (SELVARAJI et al., 2022). Na semana inicial de adaptagdo os animais foram
submetidos aos respectivos regimes de jejum em que estavam inseridos. Ao fim das
8 semanas o jejum foi interrompido e a racdo foi disponibilizada livremente. Agua
filtrada esteve disponivel ad libitum durante o tempo total de experimento para todos
0s grupos do estudo. A racao foi pesada e o consumo monitorado obedecendo o
mesmo horario para todos os animais. Para a apresentacdo dos resultados os
protocolos de JlI (24 e 16 horas) foram reunidos em um grupo s6, uma vez que nao

houve diferencas entre eles, em qualquer um dos parametros avaliados neste estudo.

5.7 Protocolo de exercicio fisico

Os animais (com ou sem JI) foram distribuidos entre os grupos sedentéarios e
0S grupos experimentais para exercicio fisico. Os grupos experimentais foram
submetidos ao exercicio fisico forcado de corrida em esteira motorizada para roedores
(INSIGHT, modelo EP-131). Esta modalidade foi utilizada porque permite a
padronizacdo dos parametros de intensidade e frequéncia do exercicio (SEGABINAZI
et al., 2019). Inicialmente (Semana 0), os animais foram submetidos a sessdes de
familiarizacdo, em que por trés dias ndo consecutivos (terca, quinta e sabado) os ratos
foram mantidos na esteira desligada por 10 minutos, para adaptacao visual e olfativa,
em seguida, a uma velocidade de 8 m/min os ratos permaneceram em atividade por
5 minutos, para adaptacdo ao som e ao movimento, de acordo com Gonzélez-Chavez
et al. (2019).

Na sequéncia, foi realizado o exercicio, de intensidade moderada, em sessdes

de 40 minutos por dia, trés vezes na semana (terca, quinta e sabado), durante 8
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semanas com 0 seguinte protocolo adaptado de Braz et al. (2015): 5 minutos de
aguecimento a uma velocidade de 12 + 2 m/min, seguidos de 30 minutos com
velocidade de 20 £ 2 m/min, e 5 minutos de resfriamento com velocidade 12 + 2 m/min.
A sessdes de exercicio foram realizadas sempre no mesmo horério e a esteira foi
constantemente mantida sem inclinacdo (0°). Nao foram utilizados eletrochoques para
estimulo a atividade fisica; nos casos em que houve recusa do animal, este foi
levemente tocado com um bastdo de madeira e na persisténcia da recusa 0 mesmo
foi excluido do estudo. Os animais dos grupos sedentarios foram colocados na esteira
pelo mesmo tempo que os demais, mas a esteira permaneceu desligada (TEGLAS et

al., 2019).

5.8 Identificacéo do ciclo estral das ratas

Uma vez que as variagdes hormonais durante o ciclo estral dos roedores
afetam significativamente a fisiologia cerebral e o risco de doencas, se faz importante
0 controle dessa variavel, ndo s6 na presente tese, mas também em todo o ambito
cientifico, para melhorar a qualidade dos dados, promover saude e tornar as
pesquisas mais inclusivas do género (ROCKS; CHAM; KUNDAKOVIC, 2022;
SCHELLINCK; CYR; BROWN, 2010). Por esse motivo, a fim de padronizar o ambiente
fisiolégico hormonal das fémeas, antes da realizacdo dos testes comportamentais e
do registro da depresséao alastrante cortical, foi necessario identificar a fase do ciclo
estral das ratas.

A fase do ciclo estral foi determinada por meio da coleta de células da mucosa
vaginal (pela técnica do esfregaco), segundo os protocolos adaptados de Willett et al.
(2020); Scholl et al. (2019) e Ebine et al. (2016). As secrecdes vaginais foram
coletadas utilizando haste flexivel com ponta de algoddo embebida em cloreto de
sédio (NaCl) 0,9%. O esfregaco foi transferido para lamina de vidro e visualizado em
microscopio de luz (LEICA, modelo DMLS) para analise citolégica. Trés tipos celulares
foram utilizados para a identificacdo da fase: células epiteliais (células redondas
nucleadas), células cornificadas (irregulares e anucleadas) e leucécitos (pequenos e
redondos).

O proestro foi caracterizado principalmente por células epiteliais nucleadas e
foi o dia escolhido para a realizagdo dos testes de comportamento e do registro

eletrofisiolégico (ACCIOLLY et al., 2012). De acordo com a literatura, essa fase
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apresenta niveis de ansiedade reduzidos em comparacao as demais fases do ciclo,
sendo semelhante aos niveis encontrados para os machos; além disso, néo foi
observado aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento de DAC no proestro
(EBINE et al., 2016; ROCKS; CHAM; KUNDAKOVIC, 2022). Neste estudo foram
utilizadas as seguintes propor¢cdes de machos:fémeas para os grupos: controle (6:8);
jejum intermitente (10:10); exercicio fisico (7:8) e jejum + exercicio (7:8).
Adicionalmente, para uma melhor compreensdo dos resultados, optou-se por
comparar 0s animais, além dos grupos experimentais, separadamente em relacao ao

sexo (macho/fémea).

5.9 Testes comportamentais

Entre o DPN87 e DPN93 todos os animais, individualmente, foram submetidos
aos testes comportamentais para quantificar respostas indicativas de ansiedade e de
memoria. Os aparelhos utilizados foram o campo aberto (CA) e o labirinto em cruz
elevado (LCE) (SCHOLL et al., 2019). Os testes foram realizados em uma sala
apropriada, com atenuacao de ruidos e baixa intensidade de luz, obedecendo o
mesmo horario para todos os grupos (STURMAN; GERMAIN; BOHACEK, 2018).
Antes do inicio de cada teste, 0s animais permaneceram na sala por 20 minutos para
0 processo de adaptacdo ao ambiente. Uma camera digital localizada verticalmente
acima dos aparelhos permitiu o registro em computador de todos os testes, que
posteriormente foram analisados com auxilio do software ANYmaze® (versao 4,99 m).
Entre uma sessao e outra, foi realizada a limpeza dos aparelhos (CA e LCE) com
papel toalha embebido em etanol a 70%, para minimizar sinais olfativos distintos
(KRAEUTER; GUEST,; SARNYAI, 2018). Os testes foram realizados na seguinte
sequéncia temporal: campo aberto — exploracdo; meméria de reconhecimento
espacial (RE); memdria de reconhecimento de objetos (RO) em trés dias consecutivos

e, apos 48 horas de intervalo, labirinto em cruz elevado.
5.9.1 Testes comportamentais indicativos de ansiedade
Os testes de exploragdo no CA e no LCE tém por objetivo avaliar a capacidade

do animal em reconhecer locais ansiogénicos a serem evitados, por exemplo, a area
central do CA e os bracos abertos do LCE (CALZA et al., 2010).
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O aparelho de campo aberto consistiu em uma arena circular feita de madeira,
com 89 cm de didmetro, circundada por uma parede circular, também de madeira,
com 52 cm de altura. O piso foi dividido em anéis por linhas circulares; em seguida,
duas linhas perpendiculares formaram no piso quatro quadrantes (VIANA et al., 2013)
e o centro foi definido por um circulo com 62 cm de didmetro (Figura 4). Apés o
periodo de adaptacdo, o animal foi posicionado no centro da arena, com a cabeca
direcionada sempre no mesmo sentido, e sua atividade registrada pela camera
durante 5 minutos. Os dados obtidos foram a distancia total percorrida (m), o tempo
de imobilidade (s), o nimero de entradas na zona central e o tempo de permanéncia
(s) nessa zona (ZHANG, M. et al., 2017).

Figura 4 - Esquema representativo do aparelho campo aberto (CA).

Camera

Computador

52 cm

Uma camera digital localizada verticalmente acima do aparelho permitiu o registro dos testes no

computador. Legenda: cm = centimetros. Fonte: proprio autor.

O labirinto em cruz elevado consistiu em um aparelho feito de madeira
envernizada, elevado a 55 cm do chdo, em forma de cruz, com dois bracos abertos
(sem protecao lateral) e dois bracos fechados (com protecéo lateral), medindo 49 x 10
cm cada. Os bracos abertos estavam dispostos perpendicularmente aos fechados,
cujas paredes laterais mediam 50 cm de altura. Os bragos eram unidos por uma
plataforma central quadrada de 10 x 10 cm (Figura 5). Apos o periodo de adaptacéo,
para inicio do teste, o animal foi posicionado na plataforma central, com a cabeca

direcionada para um dos bracos abertos e pdde explorar livremente o equipamento
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por 5 minutos (ZHANG, M. et al., 2017). Foram considerados os parametros de
distancia total percorrida (m), tempo de imobilidade (s), nimero de entradas e tempo

de permanéncia (s) nos bracos abertos (SCHOLL et al., 2019).

Figura 5 - Esquema representativo do labirinto em cruz elevado (LCE).

Camera

Gl

49 cm

Computador

0

FTTTOIRRERTE

50 cm

55cm

Plataforma elevada em forma de cruz composta de bracos abertos, bracos fechados e um quadrado

central. Legenda: cm = centimetros. Fonte: proprio autor.

5.9.2 Testes comportamentais indicativos de memoria

Os testes de reconhecimento de objetos tém como objetivo avaliar a
capacidade do animal em identificar uma forma ou uma posicdo espacial
desconhecida de um objeto. Sdo baseados na tendéncia natural do animal em
explorar a posicao/forma nova em detrimento da que |he é familiar em um contexto
previamente conhecido (FRANCISCO; GUEDES, 2015). Ambos foram realizados no
aparelho CA em duas sessdes de 5 minutos (denominadas de sessao treino e sessao
teste), separadas por um intervalo de 40 minutos (Figura 6). A seguir estao
brevemente descritos, segundo os protocolos adaptados de Téglas et al. (2019) e
Viana et al. (2013).

(1) Reconhecimento de uma posi¢cao espacial nova: Na sesséo treino, dois
objetos idénticos foram colocados em posi¢gBes opostas no aparelho para exploracao

por 5 minutos. Apos o intervalo de 40 minutos, o animal voltou a arena na presenca
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dos mesmos objetos, mas, nesta sessdo teste, um dos objetos foi deslocado,
adquirindo uma nova posigéo, perpendicular ao objeto que se manteve “fixo”.

(2) Reconhecimento de um objeto com uma forma nova: Na primeira sesséo,
de maneira semelhante ao teste anterior, dois objetos idénticos foram colocados na
arena a distancias iguais da parede e em posi¢cdes opostas. Esses objetos tornaram-
se familiares durante o periodo de exploracdo de 5 minutos. Na segunda sessao, apos
o intervalo, o animal foi recolocado no CA, porém um dos objetos familiares foi

substituido por um objeto novo, com uma forma diferente.

Figura 6 - Representacao dos testes comportamentais sugestivos de memodria.

Treino Teste

Treino

As condi¢cBes da sessdo treino (esquerda) e sesséo teste (direita) sdo mostradas. (A) Teste de
reconhecimento de uma nova posi¢cédo espacial. (B) Teste de reconhecimento de uma nova forma.

Legenda: min = minutos. Fonte: Adaptado de Viana et al. (2013).

Para minimizar a influéncia das preferéncias naturais, foram utilizados objetos
feitos do mesmo material (vidro), que permite interacdes semelhantes, mas com forma
distinta que poderia ser facilmente diferenciada. A partir dos dados obtidos para tempo
de exploracdo nos objetos/posi¢cdes novos e familiares, determinou-se o indice de
discriminacao, ou seja, a diferenca entre o tempo gasto explorando posi¢cdes/objetos

novos e familiares, de acordo com a formula abaixo (Quadro 7).
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Quadro 7 - Formula para o calculo do indice de discriminagéo.

(TN -TF)

D= aN+TR)

Permite considerar a diferenca entre o tempo gasto em posicéo/objeto novo e familiar. Legenda: ID =
indice de discriminacdo; TN = tempo gasto em posi¢cdes/objetos novos; TF = tempo gasto em

posi¢cBes/objetos familiares. Fonte: Adaptado de Antunes; Biala (2012).

O indice de discriminacdo pode variar entre -1 e +1. Uma pontuacao positiva
indica mais tempo gasto no objeto/posicdo novo, pontuagdo negativa indica mais
tempo explorando o objeto/posicdo familiar e zero indica auséncia de preferéncia
(ANTUNES; BIALA, 2012).

5.10 Registro eletrofisioldgico da depresséo alastrante cortical

Apébs os testes comportamentais, entre o DPN94 e DPN100, foi realizado o
registro eletrofisiolégico da depressao alastrante cortical (DAC). Inicialmente, os
animais foram pesados e em seguida anestesiados com uma mistura de
uretana/cloralose (uretana 1 g/Kg e cloralose 40 mg/Kg) por meio de injecédo via
intraperitoneal. Com a cabeca fixada no aparelho estereotaxico (INSIGHT, modelo
EFF 331), foram trepanados trés orificios na por¢ao direita do cranio, alinhados na
direcdo antero-posterior e paralelos a linha média. O orificio anterior (2 a 4 mm de
diametro), posicionado no osso frontal, foi utilizado para a aplicacdo do estimulo que
deflagrou a DAC. Esta, ao se propagar, foi registrada nos outros dois orificios,
localizados no osso parietal (Figura 7). A deflagracdo da DAC ocorreu a cada 20
minutos por estimulacdo quimica com aplicacao tépica de uma bolinha de algodao (1
a 2 mm de diametro) embebida em cloreto de potassio (KCI) a 2% (aproximadamente
270 mM) no cértex frontal, por 1 minuto. Durante 4 horas, o eletrocorticograma (ECoG)
e a variacdo lenta de voltagem (VLV) foram registrados em um sistema digital
(BIOPAC MP150, USA) que permite visualizacdo e armazenamento dos registros em
computador (ACCIOLY; GUEDES, 2019). A temperatura retal do animal foi
monitorada durante todo o registro e mantida em 37 £ 1 °C por meio de aquecedor
elétrico regulavel. A DAC foi registrada nos dois orificios da regido parietal, utilizando-
se eletrodos do tipo “Ag-AgCl”. Um terceiro eletrodo, do mesmo tipo, foi posicionado

no 0sso nasal e constituiu um eletrodo de referéncia comum para os outros dois ja
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mencionados. Os eletrodos consistiram em fios de prata inseridos em ponteiras
plasticas de pipetas (5 cm de comprimento, 5 mm de didmetro na abertura superior e
0,5 mm de diametro interno na ponta) preenchidas com solugcao de Ringer solidificada
com adicao de agar 0,5%. A velocidade de propagacéo da DAC foi calculada a partir
do tempo gasto para a onda percorrer a distancia entre os dois eletrodos registradores,
posicionados suavemente sobre a dura-mater. Também foram calculados os
parametros de duragcédo e amplitude da variacdo lenta de voltagem (BENEVIDES et
al., 2020).

Figura 7 - Esquema do registro eletrofisiolégico da depressao alastrante cortical
(DAC).

(A) Representacéo do cranio de um rato com os trés orificios identificados. (B) Tracados do registro
como é visto em computador com escala temporal de 1 minuto (abaixo do primeiro tracado). Legenda:
R =local de posicionamento do eletrodo referéncia no 0sso nasal; E = eletrocorticograma e P = registro
da variagcdo lenta de potencial em dois pontos da superficie do hemisfério direito, mostrando a
passagem da DAC; KCI = orificio correspondente & estimulacéo; 1 e 2 = locais onde séo posicionados
os eletrodos parietais; E1 e E2 = registro do eletrocorticograma; P1 e P2 = registro da variacéo lenta

de voltagem nos pontos “1” e “2”, respectivamente. Fonte: Adaptado de Francisco; Guedes (2018).

5.11 Parametros murinométricos

Para a avaliacdo murinométrica dos animais foram utilizadas as medidas de
peso corporal (g), circunferéncia toracica, circunferéncia abdominal e eixo longitudinal
(comprimento corporal) (TAVARES et al., 2020). O eixo longitudinal (cm) foi
determinado pelo comprimento naso-anal do animal, medindo-se a distancia entre o
focinho e a base da cauda. Para essas medidas foi utilizada fita métrica inextensivel
(MACEDO et al., 2021; PINI et al., 2016). O indice de massa corporal (IMC) e o indice

de Lee foram calculados segundo as férmulas abaixo (Quadro 8).
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Quadro 8 - Férmulas para calcular o IMC e o indice de Lee.

2\ =
IMC (g/cm?) (COY
indice do L _3PC
ndice de Lee = oC

Legenda: IMC = indice de massa corporal; g = gramas; cm = centimetros; PC = peso corporal em
gramas; CC = comprimento corporal em centimetros. Fonte: Adaptado de Tavares et al. (2020).

5.12 Eutanéasia dos animais e obtencéo dos tecidos

A eutanasia foi realizada apds o registro eletrofisiologico e a afericdo das
medidas murinométricas com os animais ainda sob efeito de anestesia, de acordo com
o Guia Brasileiro de Boas Praticas para a Eutanasia em Animais do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria (2013). Para tal, os animais foram submetidos a perfuséo
sanguinea com solucao salina 0,9% seguida de paraformaldeido (PFA) 4%.

Apés esse procedimento, os cérebros foram retirados mediante 2 incisoes:
uma anterior, no limite entre os hemisférios cerebrais e o bulbo olfatorio, excluindo-o;
e outra posterior, perpendicular a borda superior do cerebelo, excluindo-o. Os figados
também foram coletados e os tecidos foram pesados em uma balanca analitica
(SHIMADZU, modelo AUY220, com sensibilidade de até 0,1mg) e armazenados para
analises posteriores. Os dados de peso dos tecidos foram expressos em valor relativo,
ou seja, calculados para cada 100g de peso corporal final (obtido no dia do registro
da DAC) (Quadro 9).

Quadro 9 - Determinacéo do peso relativo dos tecidos.

PAtec.
PCf

PRtec. (g) = x 100

Legenda: PRtec. = peso relativo dos tecidos; g = gramas; PAtec. = peso absoluto dos tecidos; PCf =

peso corporal final. Fonte: Adaptado de Antunes et al. (2018).

5.13 Coleta de sangue e andlises bioquimicas
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Com os animais ainda sob anestesia, mas antes do processo de
exsanguinacao por punc¢do cardiaca, amostras de sangue foram coletadas do coracdo
em tubos especificos para soro. O sangue foi deixado coagular durante,
aproximadamente, 20 minutos e, em seguida, foi centrifugado a 1.000 G por 10
minutos em temperatura ambiente. O soro foi coletado e armazenado até o momento
da medicdo. Os niveis séricos de glicose e beta-hidroxibutirato (3-OHB) foram
medidos na tira de teste de um monitor de glicose ou cetona Abbot Freestyle Optium
Neo® (Abbot Brasil, Sdo Paulo, Brasil) IRFANNUDDIN et al, 2021; MCCARTHY et
al., 2021; SUI et al., 2022). Para estas analises foi utilizado um namero menor de
animais e por esse motivo nao foi realizada a comparacao entre machos e fémeas. O
total de animais para estes parametros foi de n = 31, distribuidos em: controle (n = 6);

jejum intermitente (n = 9); exercicio fisico (n = 8) e jejum + exercicio (n = 8).

5.14 Analise estatistica

Todos os dados coletados foram organizados em planilhas do Excel® (2019)
e em seguida exportados para os softwares de andlise estatistica. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao (DP) e foram considerados significativos os
valores de p < 0,05. A fim de verificar a normalidade de distribuicdo dos dados, foram
realizados os testes de Kolgomorov-Smirnov (n = < 7) e de Shapiro-Wilk (n = 7)
(RAZALI; WAH, 2011). Uma vez que os resultados apresentaram distribuicdo normal
foram utilizados testes paramétricos.

Para as analises das medidas murinométricas, comportamento, DAC, peso
dos tecidos e testes bioquimicos foi utilizado o programa Sigmastat versdo 3.5 e
aplicado o teste ANOVA de duas vias (considerando o jejum intermitente e o exercicio
fisico como fatores), seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak, para identificacdo dos
contrastes significantes. Os dados de peso corporal e consumo alimentar foram
analisados no GraphPad Prism versao 8.0.2 (GraphPad Software Inc., San Diego,
California) utilizando-se o teste ANOVA de duas vias para as comparaces multiplas
intra-grupo (ao longo das semanas) e inter-grupos (controle, jejum, exercicio,
jejum+exercicio), seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak. De maneira semelhante,
realizou-se as comparagbes entre ratos machos e fémeas, considerando as

diferencas observadas para 0 sexo e para 0S grupos experimentais.



51

6 RESULTADOS

6.1 Peso corporal e consumo de ragao

Para registro e analise dos resultados referentes ao efeito do jejum
intermitente e do exercicio fisico sobre o peso corporal e o consumo de racao dos
animais, foram selecionados os dados registrados no DPN 31, DPN 38, DPN 45, DPN
52, DPN 59, DPN 66, DPN 73 e DPN 80, indicando cada semana do experimento
(semanas de 1 a 8) (Figura 8).

A Figura 8A mostra que para o0 peso corporal 0 grupo jejum intermitente e
exercicio fisico diferiram entre si significativamente (p < 0,001) a partir da 32 e até a 72
semana. Nao foi observado diferenca estatisticamente significante entre os demais
grupos. Para o consumo de racéo (Figura 8B) pode-se observar que, de modo geral,
0s grupos de jejum, isoladamente ou combinado com exercicio, diferiram
estatisticamente (p < 0,001) dos grupos controle e exercicio fisico (isolado) nas
semanas 1 e 5.

Os grupos experimentais eram formados com quantidades préximas de
animais machos e fémeas e o parametro de peso corporal foi superior nos machos
em relacdo as fémeas. Na comparacdo entre 0s sexos ao longo do tempo, houve
diferenca (p < 0,05) entre todos 0s grupos experimentais nas 8 semanas avaliadas
para o peso corporal (Tabela 1). No consumo de racdo, sé foi possivel observar
diferenca (p < 0,05) entre os animais machos e fémeas no grupo exercicio fisico na

semana 7 (Tabela 2).
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Figura 8 - Peso corporal e consumo de ragao relativo nas 8 semanas de experimento.
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Em (A) esté apresentado o peso corporal (g) e em (B) o consumo de ra¢éo relativo dos animais (g/100g
de peso corporal), avaliados em cada semana de experimento (semanas de 1 a 8). Os dados estéo
representados como média + desvio padrdo. Os grupos sdo denominados controle (C; n = 14, 6
machos), jejum intermitente (JI; n = 20; 10 machos), exercicio fisico (EF; n = 15; 7 machos) e jejum
intermitente + exercicio fisico (JI+EF; n = 15; 7 machos). Valores significativos com p < 0,001, two-way

ANOVA, seguido do pés-teste de Holm-Sidak. * JI vs. EF; # EF vs. J+EF; ® C vs. JI; & C vs. JI+EF.

Legenda: PC = peso corporal.
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Tabela 1 - Peso corporal dos machos e fémeas de cada grupo ao longo das 8

semanas de experimento.

Peso corporal (g)

Grupos/Sexo (n)

Semanas C (14) JI (20) EF (15) JI+EF (15)
F* M (6) F* M(10) F* M (7) F* M (7)
1 111,2+ 1436+ 101,6+ 1208+ 1215+ 1498+ 106,2+ 1368+
18,6 20,5 15,9 18,8 14,4 23,2 24,0 22,5
2 1348+ 1828+ 1154+ 1474+ 1442+ 1960+ 121,0+ 1635+
11,2 22,7 18,1 20,5 13,6 21,0 254 26,5
3 1498+ 2175+ 1330+ 1675+ 161,1+ 2335+ 137,7+ 188,1+
10,1 20,7 15,9 22,4 14,5 21,2 23,6 30,2
4 1615+ 2436+ 1474+ 1912+ 1750+ 2625+ 150,8+ 214,7+
8,0 215 13,4 23,2 14,6 26,5 21,7 26,6
5 169,8+ 2595+ 1595+ 203,7+ 1852+ 286,2+ 1622+ 2318+
6,4 18,5 12,3 23,5 12,4 23,9 17,3 24,4
6 178,0+ 268,8+ 1669+ 2136+ 1936+ 299,1+ 169,2+ 2311+
8,6 16,1 13,0 25,4 15,2 37,0 18,1 22,9
7 1845+ 289,11+ 173,1+ 2183+ 200,3+ 3128+ 1727+ 2426+
7,9 15,6 14,5 23,7 15,6 49,9 14,9 45,6
8 191,3+ 2985+ 1786+ 231,1+ 203,0+x 3272+ 1812+ 2652+
12,0 17,4 14,3 23,6 13,4 52,1 14,1 26,8

Comparacédo entre machos (n = 30) e fémeas (n = 34). Os dados estdo representados como média +

desvio padréo. * Significativamente diferente dos valores masculinos correspondentes, p < 0,05, two-

way ANOVA, seguido do pés-teste de Holm-Sidak.
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Tabela 2 - Consumo de racao relativo dos machos e fémeas de cada grupo ao longo

das 8 semanas de experimento.

Consumo de racéo relativo (g/100g PC)

Grupos/Sexo (n)

Semanas C (14) J1(20) EF (15) JI+EF (15)

F M@®6) F M(10) F M(7) F M (7)

1 11,7+ 11,9+ 102+ 102+ 11,6+ 123+ 101+ 90+
2,6 1,2 1,3 1,0 1,6 1,1 1,0 1,3

2 109+ 10,7+ 10,3+ 10,6+ 104+ 104+ 97+ 93=
1,6 1,1 2,0 1,0 1,4 0,7 1,0 1,2

3 94+ 93+ 93+ 931+ 95+ 98+ 93+ 83%
1,4 0,9 0,8 1,0 1,1 0,6 0,7 1,5

4 88+ 86+ 92+ 82+ 89+ 98+ 78+ 82%
0,7 0,9 43 0,8 0,9 1,5 1,0 0,9

5 81+ 71+ 87+ 95+ 77+ 74+ 94+ 95%
0,7 0,4 1,1 1,6 0,6 0,5 3,7 2,3

6 75+ 69+ 71+ 81+ 76+ 72+ 72+  69%
0,5 0,5 0,6 2,3 1,2 0,6 0,4 0,7

7 75+ 64+ 65+ 66+ 83 66+ 67+ 6,7%
0,6 0,2 0,9 0,7 1,2* 07 0,4 0,8

8 71+ 60+ 62+ 64+ 71+ 62+ 65+ 61%
0,3 0,5 0,7 0,7 1,0 0,6 0,5 0,7

Comparacédo entre machos (n = 30) e fémeas (n = 34). Os dados estdo representados como média +

desvio padréo. * Significativamente diferente do valor masculino correspondente, p < 0,05, two-way

ANOVA, seguido do pés-teste de Holm-Sidak.

6.2 Atividades comportamentais

6.2.1 Comportamento indicativo de ansiedade

A acdo do jejum intermitente e do exercicio fisico no comportamento sugestivo

de ansiedade a partir do teste de campo aberto (exploracdo) € mostrada na Figura 9.

Os parametros de distancia percorrida (C: 34,2 £+ 4,4 mvs. JI: 32,6 £ 2,6 m vs. EF:
31,3£6,1 mvs. JI+EF: 33,2 + 5,5 m) (Figura 9A) e tempo de imobilidade (C: 45,4 +
13,8 svs.JI:39,7+11,9svs. EF: 58,7 + 18,6 s vs. JI+EF: 43,8 + 11,7 s) (Figura 9B)
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ndo sofreram interferéncia das varidveis estudadas. O jejum intermitente reduziu,
significativamente (p < 0,001), o numero de entradas no centro do aparelho (C: 14,5 £
3,7 vs. JI: 9,3 £ 3,9) e o tempo de permanéncia no centro (C: 30,5 +5,5svs. JI: 21,9
+ 6,9 s) quando comparado ao grupo controle. Ao contrario, o exercicio fisico, sozinho
ou combinado ao jejum, aumentou a quantidade de entradas no centro (EF: 13,5 + 3,3
vs. JI+EF: 13,0 £ 3,2), igualando-se ao controle (Figuras 9C-D). Nao houve diferenca
estatistica para o tempo de permanéncia no centro entre 0S grupos com exercicio
fisico e 0 demais (EF: 27,4 £ 9,6 s vs. JI+EF: 22,1 + 4,2 s) (Figura 9D).

Figura 9 - Efeito do jejum intermitente e do exercicio fisico sobre a atividade

comportamental de ansiedade no teste do campo aberto.
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(A) Distancia percorrida (m). (B) Tempo de imobilidade (s). (C) Numero de entradas no centro. (D)
Tempo de permanéncia no centro (s). Os dados estéo representados como meédia + desvio padréo. Os
grupos sdo denominados controle (C; n = 14; 6 machos), jejum intermitente (JI; n = 20; 10 machos),
exercicio fisico (EF; n = 15; 7 machos) e jejum intermitente + exercicio fisico (JI+EF; n = 15; 7 machos).

* p < 0,001, two-way ANOVA, seguido do pos-teste de Holm-Sidak.
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Na comparagdo entre os sexos, ndo houve diferenca significativa entre
machos e fémeas para o teste indicativo de ansiedade do campo aberto (exploracéo)
(Tabela 3), o que permitiu, sem maiores prejuizos, que estes dados fossem analisados

juntos em cada grupo experimental.

Tabela 3 - Representacdo dos parametros do teste do campo aberto — exploracao

para machos e fémeas.

Teste do Campo Aberto - Exploracéo

Grupos/Sexo (n)

Parametros C (14) JI (20) EF (15) JI+EF (15)
F M (6) F M(10) F M (7) F M (7)
Distancia 31,1 374 + 31,1+ 341+ 294+ 34,0+ 31,1+ 35,6+
(m) 3,2 2,9 2,6 1,6 6,8 4,0 4,7 5,8
Imobilidade 36,2 54,7 + 31,3+ 482+ 594+ 57,7 + 38,7+ 49,6 +
(s) 6,2 13,1 5,3 10,5 24,5 3,2 10,2 11,2
Entradas 12,3 £ 16,7 = 7,2+ 126+ 121+ 155+ 114 + 144 +
nocentro 2,9 3,1 2,6 3,0 2,8 3,1 2,5 3,2
Tempono 26,8+ 343+ 19,2 + 258+ 235+ 33,4+ 20,1+ 24,4 +
centro (s) 2,6 51 55 7,3 8,8 7,9 4,5 2,4

Comparacédo entre machos (n = 30) e fémeas (n = 34) para os parametros distancia percorrida (m),
tempo de imobilidade (s), nUmero de entradas e tempo de permanéncia no centro (s) do teste do campo
aberto - exploracdo. Os dados estéo representados como média + desvio padrdo. As diferencas entre

machos e fémeas, em cada grupo, ndo sao significativas.

O comportamento indicativo de ansiedade também pode ser observado no
teste do labirinto em cruz elevado (Figura 10). Semelhante ao campo aberto, nédo
houve diferenca entre os grupos para os parametros de distancia percorrida (C: 15,2
+6,3mvs. JI: 11,9+ 35 mvs. EF: 12,2 £ 3,1 mvs. JI+EF: 12,6 + 3,2 m) e tempo de
imobilidade (C: 141,8 + 53,4 s vs. JI: 147,9 + 26,4 s vs. EF: 159,3 £ 29,2 s vs. JI+EF:
150,2 + 31,2 s) (Figuras 10A-B). Mais uma vez, o jejum intermitente reduziu o nimero
de entradas nos bracos abertos (JI: 5,4 = 3,0) e o tempo de permanéncia (JI: 25,7
22,2 s) nesses bragcos, em comparacao com o grupo controle (8,1 + 6,3 entradas e
tempo de permanéncia de 42,4 + 26,9 s). De modo geral, o exercicio fisico promoveu
aumento no numero de entradas (EF: 6,9 + 2,8 vs. JI+EF: 9,3 + 3,2) e no tempo de
permanéncia (EF: 36,0 + 17,4 s vs. JI+EF: 54,3 + 25,0 s) nos bracos abertos, sendo

esse efeito mais intenso no grupo em que se associou o JI com o EF, quando
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comparado ao grupo Jl, mas igualou-se, estatisticamente, ao grupo controle (Figuras
10C-D).

Figura 10 - Efeito do jejum intermitente e do exercicio fisico sobre a atividade

comportamental de ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado.
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(A) Distancia percorrida (m). (B) Tempo de imobilidade (s). (C) Numero de entradas nos bragos abertos.
(D) Tempo de permanéncia nos bragos abertos (s). Os dados estéo representados como média + desvio
padrdo. Os grupos sdo denominados controle (C; n = 14; 6 machos), jejum intermitente (JI; n = 20; 10
machos), exercicio fisico (EF; n = 15; 7 machos) e jejum intermitente + exercicio fisico (JI+EF; n = 15;
7 machos). * p < 0,001, two-way ANOVA, seguido do pds-teste de Holm-Sidak. Legenda: B.A. = bracos
abertos.

Novamente, a variavel sexo (macho/fémea) dos animais nao interferiu nos
resultados observados para o teste indicativo de ansiedade no labirinto em cruz
elevado (Tabela 4).
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Tabela 4 - Representacao dos parametros do teste do labirinto em cruz elevado para

machos e fémeas.

Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Grupos/Sexo (n)

Parametros C (14) J1 (20) EF (15) JI+EF (15)
F M (6) F M(10) F M (7) F M (7)
Distancia 11,4+ 20,4 + 9,6+ 147+ 110+ 14,2 + 11,0+ 14,5 +
(m) 3,6 5,4 2,5 2,3 2,7 3,0 2,4 3,4
Imobilidade 106,8+ 1884+ 1294+ 170,+ 1505+ 1724+ 1407+ 1611+
(s) 40,3 23,6 11,4 21,1 30,2 24,0 23,7 19,2
Entradas 4.4+ 14,4 + 4,0 + 8,6 £ 6,0 £ 8,2+ 75+ 10,6 +
nos bragos 2.3 6,6 1,8 2,3 2,3 3,1 2,9 3,0
abertos
Temponos 235+ 67,6 + 150+ 41,7+ 293+ 461+ 406+ 66,4+
bracos 14,1 16,3 13,0 24,2 15,0 16,9 21,7 22.1

abertos (s)

Comparacédo entre machos (n = 30) e fémeas (n = 34) para os parametros distancia percorrida (m),
tempo de imobilidade (s), nimero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos (s) do teste
labirinto em cruz elevado. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo. As diferencas

entre machos e fémeas, em cada grupo, ndo sdo significativas.

6.2.2 Comportamento indicativo de memoria

Tanto para o teste de memdria de reconhecimento de uma forma nova (Figura
11A) como de uma posicao espacial nova de objetos (Figura 11B), os animais do
grupo jejum intermitente apresentaram valores menores para o indice de
discriminacéo (0,17 + 0,16 para forma e - 0,02 £ 0,15 para posicdo espacial) em
relacdo aos grupos controle (0,38 + 0,15 para forma e 0,19 + 0,11 para posicao
espacial) e jejum intermitente + exercicio fisico (0,48 + 0,18 para forma e 0,11 £ 0,10
para posicao espacial). Ja o grupo de exercicio fisico ndo diferiu dos demais (0,39 +
0,16 para forma e 0,12 + 0,18 para posicdo espacial). Também para os testes
indicativos de memodria, ndo houve diferenca estatistica entre os dados de machos e
fémeas, permitindo juntd-los nos mesmos grupos sem prejuizos para as analises
(Tabela 5).
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Figura 11 - Efeito do jejum intermitente e do exercicio fisico sobre a atividade

comportamental de memoria nos testes de reconhecimento de objetos.
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(A) indice de discriminagéo no teste de reconhecimento de formas. (B) indice de discriminag&o no teste
de reconhecimento de posicdo espacial. Os dados estdo representados como média + desvio padréo.
Os grupos sdo denominados controle (C; n = 14; 6 machos), jejum intermitente (JI; n = 20; 10 machos),
exercicio fisico (EF; n = 15; 7 machos) e jejum intermitente + exercicio fisico (JI+EF; n = 15; 7 machos).

* p < 0,001, two-way ANOVA, seguido do pds-teste de Holm-Sidak.

Tabela 5 - Valores de indice de discriminacdo dos testes de memoria de

reconhecimento de objetos de machos e fémeas.

Testes de Memdria de Reconhecimento de Objetos

Grupos/Sexo (n)

indice de
discrimi- C (14) J1 (20) EF (15) JI+EF (15)
nagao F M (6) F M (10) F M (7) F M (7)
0269+ 0496+ 0083+ 0,290+ 0,336+ 0456+ 0413+ 0,570+
Formas

0,123 0,080 0,159 0,066 0,167 0,141 0,163 0,162

Posicéo 0,124 + 0,273+ -0,077 0,041+ 0062+ 0,180+ 0,071+ 0,138+
espacial 0,085 0,080 + 0,142 0,137 0,135 0,205 0,070 0,105

Comparacéo entre machos (n = 30) e fémeas (nh = 34) para os indices de discriminacdo nos testes de
memoria de reconhecimento de objetos (forma e posi¢édo espacial). Os dados estdo representados
como média = desvio padrdo. As diferencas entre machos e fémeas, em cada grupo, ndo sao

significativas.

6.3 Parametros da depresséao alastrante cortical

A estimulacdo quimica pela aplicagédo tépica de uma bolinha de algodéo (1 a

2 mm de diametro) embebida com cloreto de potéassio (KCI) a 2% (aproximadamente
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270 mM) no cortex frontal, por 1 minuto, a cada 20 minutos, promoveu, em regra, um
Unico episédio de DAC que se propagou e foi registrado pelos dois eletrodos
localizados sobre o cértex parietal (ver métodos). O registro da variacdo lenta de
voltagem (VLV) e a reducao no eletrocorticograma (ECoG) confirmaram a presenca
da DAC ap6s a estimulacdo com KCI (Figura 12A).

No parametro de velocidade da DAC, observou-se que o jejum intermitente
acelerou (JI: 3,84 + 0,28 mm/min), significativamente (p < 0,001), o fendmeno em
comparacao ao grupo controle (C: 3,35 + 0,15 mm/min), enquanto que 0 exercicio
fisico, isolado (EF: 2,74 + 0,20 mm/min) e associado ao jejum (JI+EF: 2,86 + 0,24
mm/min), desacelerou a propagacao da DAC (Figura 12B). De modo semelhante, a
amplitude da DAC foi maior no grupo de jejum (JI: 10,03 = 0,97 mV) quando
comparado ao controle (C: 7,61 £ 1,09 mV), no entanto, 0os grupos de exercicio fisico
exibiram menores amplitudes para a DAC (EF: 5,98 + 0,29 mV vs. JI+EF: 6,01 + 0,31
mV) (Figura 12C). A duracao, por sua vez, foi, significativamente (p < 0,001), reduzida
pelo jejum intermitente (JI: 72,4 + 5,0 s), ao passo que foi aumentada pelo exercicio
fisico (EF: 93,0 + 3,1 svs. JI+EF: 91,7 £+ 5,9 s), em relagc&o ao grupo controle (C: 83,2
+ 4,6 s) (Figura 12D).
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Figura 12 - Representacdes qualitativas e quantitativas dos registros eletrofisiolégicos

da DAC.
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(A) Eletrocorticograma (E) e variagdo lenta de potencial (P) em dois pontos da superficie do hemisfério

direito, mostrando a passagem da DAC. O diagrama do cranio mostra as posicdes 1 e 2 dos eletrodos
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do registro, a posicao do eletrodo de referéncia comum (R) no osso nasal e o ponto de aplicagao do
estimulo deflagrador da DAC (KCI). As linhas verticais tracejadas indicam a laténcia da DAC para cruzar
a distancia entre os eletrodos e as barras horizontais representam a escala temporal de 3 minutos. (B)
Velocidade da DAC (mm/min). (C) Amplitude da DAC (mV). (D) Duracéo da DAC (s). Os dados estéo
representados como média + desvio padrdo. Os grupos sdo denominados controle (C; n = 14; 6
machos), jejum intermitente (JI; n = 20; 10 machos), exercicio fisico (EF; n = 15; 7 machos) e jejum
intermitente + exercicio fisico (JI+EF; n = 15; 7 machos). * p < 0,001, two-way ANOVA, seguido do pés-
teste de Holm-Sidak.

Considerando que néao foi observada diferenca estatistica entre 0os sexos nos
parametros de DAC avaliados (velocidade, amplitude e duracéo), foi possivel incluir e
analisar machos e fémeas juntos para cada grupo experimental (Tabela 6).

Tabela 6 - Representacéo quantitativa dos parametros da DAC em machos e fémeas

de cada grupo experimental.

Grupos/Sexo (n)

Parametros

DAC C(14) J1(20) EF (15) JI+EF (15)

F M (6) F M (10) F M (7) F M (7)

Velocidade 3,39+ 329+ 391+ 3,75+ 274+ 274+ 289+ 282+
(mm/min) 0,13 0,16 0,28 0,27 0,22 0,18 0,30 0,18

Amplitude 747+ 7,79+ 10,00+ 10,06+ 588+ 6,12+ 592+ 6,15+
(mV) 1,31 0,79 0,89 1,11 0,30 0,23 0,36 0,13

Duragcdo 81,00+ 86,23+ 72,70x 7130+ 9287+ 93,20 91,32+ 92,46+
(s) 4,41 3,10 591 4,22 220 *4,15 6,62 4,50

Comparacgdo entre machos (n = 30) e fémeas (n = 34) para os parametros da DAC (velocidade,
amplitude e duracédo). Os dados estéo representados como média *+ desvio padrdo. As diferencas entre

machos e fémeas, em cada grupo, ndo sao significativas.

6.4 Medidas murinométricas

Os parametros murinométricos avaliados apds as 8 semanas de intervencéo
com jejum intermitente e exercicio fisico em esteira estdo mostrados na Figura 13.
N&o houve diferenca estatistica para as medidas de comprimento corporal,
circunferéncias toracica e abdominal, IMC e indice de Lee em nenhum dos grupos
analisados (Figuras 13A-E). Na comparacdo entre machos e fémeas observa-se

diferencas estatisticas (p < 0,05) pontuais entre os parametros. No grupo controle, o
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sexo influenciou as medidas de circunferéncia toracica e abdominal. No grupo jejum
intermitente, a diferenca foi observada na circunferéncia abdominal, apenas, e para o
grupo de exercicio fisico, o IMC diferiu entre machos e fémeas (Tabela 7).

Figura 13 - Medidas murinométricas apds 8 semanas de jejum e exercicio.
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(A) Comprimento corporal (cm). (B) Circunferéncia toracica (cm). (C) Circunferéncia abdominal (cm).
(D) IMC (g/cm?) e (E) indice de Lee. Os dados est&o representados como média + desvio padrdo. Os
grupos sdo denominados controle (C; n = 14; 6 machos), jejum intermitente (JI; n = 20; 10 machos),
exercicio fisico (EF; n = 15; 7 machos) e jejum intermitente + exercicio fisico (JI+EF; n = 15; 7 machos).

N&o hé diferencas significantes entre 0s grupos.
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Tabela 7 - Medidas murinométricas de machos e fémeas de cada grupo experimental.

Grupos/Sexo (n)

Medidas

murino- C (14) J1 (20) EF (15) JI+EF (15)

métricas F M (6) F M (10) F M (7) F M (7)
Comprimento 20,0+ 21,1+ 19,3+ 205+ 2055+ 22,0+ 19,6+ 210+%
Corporal (cm) 1,0 11 0,8 0,6 0,6 2,5 1,0 2,3
Circunferéncia 11,7+ 134+ 120+ 129+ 127+ 139+ 121+ 132+%
Torécica (cm) 14* 0,7 1,0 0,5 0,5 1,2 11 0,5

Circunferéncia 13,0t 154+ 134% 150+ 141+ 150+ 136+ 149+
Abdominal cm) 1,5%* 1,0 1,4* 0,5 0,5 1,0 1,4 0,60

049+ 066+ 048+ 059+ 048+ 0,77+ 051+ 0,67%

IMC (g/cm?)
0,06 0,07 0,05 0,06 0,05 * 0,30 0,05 0,17

029+ 031+ 029+ 031+ 0,29+ 033+ 030+ 0,32%
0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,06 0,01 0,04

indice de Lee

Comparacédo, entre machos (n = 30) e fémeas (n = 34), das seguintes medidas murinométricas:
comprimento corporal, circunferéncias toracica e abdominal, IMC e indice de Lee. Os dados estio
representados como média + desvio padrdo. * Significativamente diferente dos valores masculinos

correspondentes, p < 0,05, two-way ANOVA, seguido do pds-teste de Holm-Sidak.

6.5 Peso relativo do cérebro e figado

Os pesos relativos do cérebro e figado estédo representados na Figura 14. O
jejum intermitente, o exercicio fisico e sua associacado ndo interferiram no peso do
cérebro (C: 0,63 + 0,07 g vs. JI: 0,69 £ 0,09 g vs. EF: 0,62 £ 0,09 g vs. JI+EF: 0,62 +
0,11 g) (Figura 14A). Por outro lado, observou-se que 0 jejum intermitente,
isoladamente, promoveu aumento (p < 0,05) no peso do figado em relacdo aos
animais controle. Ja o grupo de exercicio fisico reduziu (p < 0,05) o peso desse 6rgao
a niveis semelhantes dos animais que nao sofreram intervencéo (C: 3,10 £ 0,23 g vs.
JI: 3,74 £0,39 g vs. EF: 3,27 £ 0,64 g vs. JI+EF: 3,47 £ 0,39 g) (Figura 14B). A variavel
sexo (macho/fémea), mais uma vez, nao interferiu no peso relativo dos 6rgaos

avaliados (Tabela 8).
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Figura 14 - Peso relativo do cérebro e do figado apds 8 semanas de jejum e exercicio.

Peso relativo dos tecidos

A B
0.8 6 * *

I A ]

Cérebro
(9/100g PCf)
e
i =N
|
Figado
(9/100g PCH)
T

0.0 0
C JI  EF JI+EF C JI  EF JI+EF

Pesos relativos do cérebro em (A) e do figado em (B) determinados por g de tecido/100g de peso
corporal final. Os dados estdo representados como média * desvio padrdo. Os grupos sao
denominados controle (C; n = 14; 6 machos), jejum intermitente (JI; n = 20; 10 machos), exercicio fisico
(EF; n =15; 7 machos) e jejum intermitente + exercicio fisico (JI+EF; n = 15; 7 machos). * p < 0,05, two-

way ANOVA, seguido do pés-teste de Holm-Sidak. Legenda: PCf = peso corporal final.

Tabela 8 - Valores referentes aos pesos relativos do cérebro e do figado em machos

e fémeas de cada grupo.

Grupos/Sexo (n)

Peso C @14 JI (20 EF (15 JI+EF (15
relativo (g) (14) (20) (15) (15)
F M (6) F M (10) F M (7) F M (7)
0,66+ 059+ 0,73+ 064+ 065+ 056+ 0,67 0,55 +
Cérebro
0,08 0,05 0,09 0,07 0,08 0,08 0,11 0,08
. 3,10+ 3,10+ 366+ 3,83+ 3,18+ 344+ 344+ 3,652 +
Figado

0,21 0,27 0,32 0,46 0,29 1,09 0,16 0,57

Comparacéo entre machos (n = 30) e fémeas (n = 34) para os pesos relativos do cérebro e do figado.
Os dados esté@o representados como média + desvio padrdo. Nao ha diferencas significativas entre

machos e fémeas, em cada grupo.

6.6 Concentracdes séricas de glicose e B-hidroxibutirato

As variaveis estudadas néo interferiram nas concentracdes séricas de glicose,
avaliada ap6s o fim dos protocolos (C: 120,5 £ 51,2 mg/dL vs. JI: 153,2 + 24,0 mg/dL
vs. EF: 154,4 + 31,3 mg/dL vs. JI+EF: 128,0 £ 18,0 mg/dL) (Figura 15A). Para as
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dosagens séricas de beta-hidroxibutirato (3-OHB), observou-se que o0 jejum
intermitente foi responsavel por aumentar (p < 0,05) essas concentracdes em relacao
aos demais grupos, enquanto que o exercicio fisico reduziu (p < 0,05), tornando-se
semelhante aos niveis do grupo controle (C: 0,10 + 0,06 mmol/L vs. JI: 0,67 £ 0,32
mmol/L vs. EF: 0,26 + 0,13 mmol/L vs. JI+EF: 0,30 = 0,26 mmol/L) (Figura 15B). As
comparacdes entre machos e fémeas nao foram realizadas para esses parametros

devido ao menor nimero de animais utilizados.

Figura 15 - Niveis séricos de glicose e B-OHB (beta-hidroxibutirato) apés 8 semanas

de jejum intermitente e exercicio fisico.
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Concentragfes séricas de glicose (mg/dL) em (A) e de beta-hidroxibutirato [3-OHB] (mmol/L) em (B)
determinadas apos o fim das 8 semanas de intervencéo com jejum intermitente e exercicio fisico. Os
dados estéo representados como média + desvio padrédo. Os grupos sdo denominados controle (C; n
= 6), jejum intermitente (JI; n = 9), exercicio fisico (EF; n = 8) e jejum intermitente + exercicio fisico
(JI+EF; n = 8). * p < 0,05, two-way ANOVA, seguido do pds-teste de Holm-Sidak.

6.7 Artigo publicado

Os dados experimentais aqui expostos originaram a publicacdo do artigo
cientifico intitulado “Treadmill Exercise Reverses the Adverse Effects of Intermittent
Fasting on Behavior and Cortical Spreading Depression in Young Rats” (Apéndice)
na revista indexada Brain Sciences (fator de impacto = 3,4), volume 13, em 2023,
propiciando uma maior divulgacdo dos achados e contribuindo para a ampliacdo do

conhecimento no ambito cientifico.
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7 DISCUSSAO

Como aspecto de inovagéo, este estudo relata o efeito do jejum intermitente
(J1), sozinho ou combinado ao exercicio fisico (EF), sobre comportamentos indicativos
de ansiedade e memdria, bem como sobre a excitabilidade cerebral, avaliada pela
depressao alastrante cortical (DAC). Nossos principais achados sugerem que, quando
iniciado em idade precoce nos ratos, o Jl piora os comportamentos relacionados a
ansiedade (aumentando-a) e memoéria (diminuindo-a). Adicionalmente, torna o
cérebro mais propenso a propagar a DAC, acelerando-a, a julgar pelas mais altas
velocidades de propagacdo do fendmeno. Por outro lado, o EF, combinado ao JI,
parece reverter os efeitos negativos deste, promovendo melhora na ansiedade e
memoria, bem como desacelerando a propagacéo da DAC.

Na literatura, o Jl esta comumente associado a perda de peso corporal e €,
muitas vezes, apontado como uma estratégia alimentar interessante para o tratamento
do sobrepeso e obesidade, haja visto os resultados obtidos em alguns estudos
realizados com ratos adultos (DAVIS et al., 2021; SMYERS et al., 2021GARCIA-LUNA
et al., 2023;). No entanto, no presente trabalho s6 foi possivel observar que o Jl
favoreceu a reducédo do peso corporal dos animais quando confrontado com o grupo
de exercicio fisico, mas ndo em relacdo ao controle. Da mesma forma, o EF nédo
promoveu alteracdes no peso corporal em relacdo ao grupo controle, como também
demonstrado anteriormente (MONTEIRO et al., 2015; CARVALHO et al., 2018;
CAVALCANTE et al., 2021).

Atrelado a isso, ndo foram observados efeitos importantes das intervencdes
avaliadas sobre o consumo de racdo relativo e medidas murinométricas. Em
contrapartida, destacaram-se apenas efeitos pontuais do JI, EF e do sexo dos animais
no consumo, circunferéncias toracica e abdominal e IMC, sendo necessario maiores
investigacBes para um melhor entendimento desses resultados. Além disso, foi
demostrado anteriormente que o JlI promoveu deposicdo lipidica no figado e
proliferacdo de hepatoécitos (YIN et al., 2023; SARKAR et al., 2023), o que pode, em
parte (embora ndo avaliado neste estudo), explicar o aumento do peso relativo do
figado no grupo submetido ao jejum, e indicar que os efeitos do JI sdo mais
pronunciados no figado do que no cérebro (SOROCHYNSKA et al., 2019).

Certamente o sexo € uma variavel importante a ser considerada nos estudos,

uma vez que pode ser responsavel por promover variabilidade nos parametros
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avaliados, como foi observado aqui para o peso corporal e também demonstrado por
outros autores (POOLEY et al., 2018; FORIGHT et al., 2020). No entanto, ao
considerar a comparacao entre machos e fémeas para as variaveis mais importantes
do presente estudo, comportamento e DAC, foi possivel observar que o sexo nao
gerou efeito adicional sobre os dados avaliados, permitindo agrupar os animais sem
maiores prejuizos para a andlise desses parametros. Adicionalmente, isso reforca a
importancia de investigar e padronizar a fase do ciclo estral em que se encontram as
ratas, uma vez que foi observado no proestro, por exemplo, niveis de ansiedade
semelhantes aos encontrados nos machos e igual suscetibilidade a DAC (EBINE et
al., 2016; ROCKS; CHAM; KUNDAKOVIC, 2022).

Os dados obtidos a partir dos testes utilizados para detectar comportamentos
ligados a ansiedade, demonstraram que 0s animais do grupo jejum intermitente
entraram menos e gastaram menos tempo no centro do campo aberto e nos bragos
abertos do labirinto em cruz elevado (LCE), o que sugere um efeito ansiogénico do
jejum intermitente, nessa idade. Atrelado a isso, a reducéo do indice de discriminacao
nos testes indicativos de memadria, ou seja, a menor exploracéo das posicoes e objetos
novos, sugere uma piora da memoria causada pelo JI.

Os efeitos ansiogénico e de piora da memodria do Jl, propostos aqui,
contrastam com as evidéncias mais comumente citadas na literatura. Esses
resultados discordantes podem ser atribuidos a alguns fatores metodoldgicos que 0s
diferenciam, como por exemplo, a espécie avaliada (camundongo versus rato).
Embora camundongos e ratos sejam evolutivamente semelhantes, existem diferencas
significativas entre as espécies, inclusive em relacdo a estrutura dos neurdnios
(exemplos: comprimento total dendritico, tamanho e densidade da espinha dendritica,
potencial de membrana em repouso etc.), o que dificulta as comparacdes diretas
(CHEN et al., 2022).

Camundongos fémeas com oito semanas de idade submetidos a JI por trés
meses exibiram melhor retencdo de memoria de longo prazo (DIAS et al., 2021). Por
outro lado, o jejum em dias alternados durante seis semanas nao afetou a formacgéao
da memdria em ratos machos (KHABOUR et al.,2013). Além disso, em humanos, as
evidéncias permanecem inconclusivas, uma vez que o Ramada foi responsavel por
ora melhorar, ora nédo interferir na ansiedade, bem-estar ou humor, e ainda, promover

recaidas nos episodios de transtorno bipolar e piorar os sintomas de esquizofrenia
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(AKBARI et al., 2022; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2022; FAWZI et al., 2015;
EDDAHBY; KADRI; MOUSSAOQUI, 2014).

Como ja mencionado, jejum intermitente consiste em um termo guarda-chuva,
gue abrange uma série de protocolos distintos de restricdo alimentar (ver Quadro 1),
o0 que dificulta a padronizacdo da metodologia utilizada entre os estudos,
proporcionando resultados heterogéneos. Além disso, grande parte dos estudos utiliza
modelos experimentais de determinada doenca, diferente dos animais utilizados nesta
pesquisa, que estavam clinicamente saudaveis. Liu, Z. et al. (2020) observaram, a
partir do labirinto aquético de Morris, que o Jl em intervalos de 24 horas durante 28
dias, melhorou a memoéria espacial de camundongos diabéticos com 3 meses de
idade. Jejum de 18 horas diarias por 3 meses reduziu a ansiedade de ratos controles
e diabéticos com 12-14 semanas de vida (ELESAWY et al., 2021), avaliada pelo teste
do labirinto em cruz elevado (LCE). Zhang et al. (2020) demonstraram, também em
LCE, que camundongos (7-8 semanas) com colite tiveram os sintomas de ansiedade
atenuados apos Jl de 16 horas por 36 dias.

Outro fator que pode contribuir para a diversidade dos resultados € a idade
dos animais. Diferente da maioria dos estudos disponiveis na literatura, que utilizam
animais adultos ou idosos, nossa analise focou os efeitos do JI no periodo de
desenvolvimento. Esta fase € considerada critica para o neurodesenvolvimento, uma
vez que o sistema nervoso se desenvolve durante um longo periodo, desde a fase
embrionaria até a puberdade, tanto em ratos como em humanos (RICE; JUNIOR,
2000). Fatores ambientais, incluindo aspectos dietéticos, podem interferir no
desenvolvimento do cérebro durante o inicio da vida, trazendo efeitos duradouros e
muitas vezes irreversiveis ao desenvolvimento cognitivo e a saude mental. Portanto,
os efeitos do JI em um organismo em desenvolvimento podem ser considerados de
forma diferente daqueles efeitos no cérebro ja desenvolvido (KADOSH et al., 2021,
SCHMITT et al., 2014). Embora o JI pareca benéfico na idade adulta, o mesmo néao
acontece nos organismos em desenvolvimento.

Além disso, a nutricdo materna durante a gravidez afeta profundamente o
crescimento e desenvolvimento da prole ao longo da vida (NEVINS et al., 2021).
Considerando o periodo embrionério como critico no neurodesenvolvimento e analogo
a fase perinatal, é relevante considerar as alteragcdes provocadas pelo JI na gestacéo.
No entanto, esses efeitos sobre o desenvolvimento e a saude fetal ainda ndo estao

bem definidos. Embora as mulheres mugulmanas gravidas estejam isentas de jejuar
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durante o Ramada, muitas delas ainda optam por participar (ALMOND; MAZUMDER,
2011). Logo, os estudos que submetem os animais ao modelo de JI do Ramada
resultam em um perfil alterado de metabdlitos placentarios, redu¢éo do transporte de
aminoécidos placentarios e restricdo do crescimento fetal (ALKHALEFAH et al., 2021).
O comprometimento da funcao placentéria e do crescimento fetal pode interferir no
desenvolvimento, com efeitos potencialmente duradouros na fisiologia da prole mais
tarde na vida e uma maior predisposicao para doencas (ALKHALEFAH et al., 2022).

Nossos achados também apontam a acdo do JlI na modulacdo da
excitabilidade cerebral, aumentando a velocidade de propagacdo da DAC. Até onde
sabemos, este € o primeiro relato do efeito acelerador do JI no fenbmeno da
depresséo alastrante em ratos jovens. A literatura disponivel que mais se aproxima
trata do efeito do jejum agudo de 24 horas no aumento da excitabilidade da atividade
neural, especificamente no bulbo olfatorio de camundongos com oito semanas de
idade (WU, J. et al., 2020). Por outro lado, dietas cetogénicas e Jl estdo associadas a
reducédo da excitabilidade neuronal em animais (BOUGH; SCHWARTZKROIN; RHO,
2003), o que difere dos dados atuais. Como os resultados sdo controversos e 0s
mecanismos exatos ainda precisam ser totalmente determinados, sdo necessarios
mais estudos.

Um corpo crescente de evidéncias cientificas indica que o EF promove efeitos
benéficos na salde fisica e mental em humanos e modelos animais (JIMENEZ-
PAVON; BARBONELL-BAEZA; LAVIE, 2020; MELO et al., 2019; CASSILHAS et al.,
2012; CASSILHAS et al., 2010). Nossos achados indicaram que o EF em esteira
melhorou a memdria e reduziu o comportamento semelhante a ansiedade dos ratos
em comparacdo ao Jl. Em concordancia com esses resultados, a literatura tem
demonstrado que o EF, seja voluntario em roda de atividade ou forcado em esteira,
alivia o comportamento de ansiedade e recupera a memoria em roedores (REN;
ZHANG; ZHANG, 2022; FAN et al., 2022; WU, C. et al., 2020; TAI et al., 2020). O
efeito benéfico do nosso paradigma de exercicio moderado sobre o comportamento
foi menor do que se poderia esperar dos dados da literatura. Um paradigma de
exercicio mais intenso ou duradouro provavelmente produziria efeitos mais evidentes
no comportamento.

Potenciais mecanismos envolvidos nos beneficios do EF sobre a atividade
cerebral, incluem: neurogénese e angiogénese no hipocampo, ativacdo e modulacéo

de neurotrofinas e fatores de crescimento (SOUSA et al., 2021). O EF potencializa a
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geracao de novos neurdnios (neurogénese) e estimula a formagédo de novos vasos
(angiogénese), o que contribui para a memoéria e aprendizagem espacial
(CASSILHAS; TUFIK; MELLO, 2016). Dessa forma, o EF vem recebendo mais
interesse como um método ndo medicamentoso de manter a satde do cérebro e tratar
condicdes neurodegenerativas e/ou psiquiatricas.

Os mecanismos acima citados também ajudam a compreender o papel do EF
na atividade eletrofisiol6gica do cérebro, a partir da analise da DAC. Acredita-se que
o EF, ao estimular a neurogénese, angiogénese e sinaptogénese, melhora o fluxo
sanguineo local e aumenta a distancia a ser percorrida pela comunicacdo célula-
célula, possivelmente desacelerando a DAC (MONTEIRO et al., 2011). Esses dados
estdo de acordo com estudos anteriores que mostram que o EF em esteira pode
antagonizar a propagacdo da DAC em ratos (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012;
MONTEIRO et al., 2015).

O EF tem sido associado a melhora da neurotoxicidade e alivio do estresse
oxidativo no cérebro (VITOR-DE-LIMA et al., 2017; SHAHANDEH et al., 2013). Foi
demonstrado que a corrida em esteira inibiu o estado oxidativo e aumentou a
capacidade antioxidante no hipocampo de ratos (CECHETTI et al., 2012). Estudos
anteriores envolvendo excitabilidade neuronal mostraram que a administracdo de
agentes antioxidantes estd associada a reducdo da velocidade de propagacédo da
DAC (ABADIE-GUEDES et al., 2012; 2016; MENDES-DA-SILVA et al., 2014; 2018).
Embora nado investigado neste estudo, mas baseado na literatura disponivel (LIMA et
al., 2014), a modulacdo do estado redox por meio de vias glutamato/GABA
dependentes, pode indicar outro mecanismo pelo qual o EF exerce efeitos sobre a
excitabilidade neuronal e, consequentemente, influencia a DAC.

Tomados de maneira geral, os resultados apresentados neste estudo
demonstram que o EF teve uma tendéncia de reverter e contrastar os efeitos
promovidos pelo JI. Nao foi diferente na avaliacdo do peso do figado e na dosagem
das concentracdes séricas de beta-hidroxibutirato (-OHB). O B-OHB €& um corpo
cetbnico que pode ser utilizado como indicador de cetogénese, uma vez que, em
condi¢cBes basais, encontra-se duas vezes mais abundante do que o acetatoacetato
(MARCOUKX et al., 2022). Dessa forma, as concentragdes elevadas de B-OHB no
grupo JI (Figura 15) podem ser justificadas pelo aumento da conversao de acidos
graxos oriundos da lipdlise em corpos cetdnicos desencadeado pelo jejum prolongado
(SUl et al., 2022; VELDSCHOLTE et al., 2023).
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Por outro lado, o EF, sozinho ou combinado com JI, ndo demonstrou
alteracdes nos niveis de 3-OHB quando comparado ao grupo controle, semelhante ao
observado por Kwak et al. (2021) em camundongos idosos. J& os estudos de Kim et
al. (2023) e Vieira et al. (2022) demonstraram que uma sessdo Unica de EF e EF
associado ao Jl, respectivamente, foram capazes de aumentar as concentracoes de
B-OHB em roedores. Dessa forma, resta saber, ainda, se as alteracbes
desencadeadas pelo EF sobre intermediarios metabdlicos (por exemplo: B-OHB)
dependem do tipo e da intensidade do exercicio.

Em resumo, o JI em ratos jovens piora o comportamento semelhante a
ansiedade e a memdria e acelera a DAC, enquanto o EF melhora os aspectos
comportamentais da ansiedade e da memoéria e desacelera a DAC. Além disso, o EF,
guando associado ao Jl, poderia reverter seus efeitos adversos sobre o cérebro, como
ja demonstrado anteriormente (SOARES et al., 2021; CHERIF et al., 2016). Portanto,
esses achados indicam que combinar tais fatores é a escolha mais indicada, uma vez
gue o EF interage com elementos dietéticos, modulando o metabolismo energético e

a plasticidade sinaptica, o que promove efeitos positivos no funcionamento cerebral.
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8 CONCLUSAO

Com base nos achados deste estudo pode-se concluir que o0 jejum
intermitente piora os comportamentos relacionados a memaria e a ansiedade quando
utilizado em ratos jovens, bem como acelera o fenébmeno da DAC. Além disso, este
estudo reforca dados anteriores em relacdo ao efeito protetor do exercicio fisico sobre
o cérebro, melhorando os comportamentos de memoéria e ansiedade e desacelerando
a DAC. E, ainda, indica que a associacao entre o jejum intermitente e o exercicio fisico
pode ser importante para a saude cerebral, uma vez que 0 exercicio, quando
combinado ao jejum, € capaz de reverter seus efeitos negativos. No entanto, os
mecanismos subjacentes a estes efeitos ainda ndo estdo totalmente elucidados,
principalmente em se tratando de idades mais jovens, o que faz necessario mais

investigagdes nesse contexto.
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Abstract: Intermittent fasting (IF) and physical exercise (PE) have beneficial psychological and
physiological effects, improving memory and anxiety-like behavior. However, the impact of this
combination on brain electrophysiological patterns is unknown. We aimed to evaluate the behavior
and parameters of a brain excitability-related phenomenon named cortical spreading depression
(CSD) in young rats (31-87 days of life) submitted to IF and treadmill PE for eight weeks. Sixty-four
male and female Wistar rats aged 24 days were randomized into control, IF, PE, and IF+PE groups.
Behavioral tests (open field (OF), object recognition, and elevated plus maze (EPM)) were performed,
and the CSD propagation features were recorded. IF caused behavioral responses indicative of anxiety
(lower number of entries and time spent in the OF center and EPM open arms). IF also reduced the
discrimination index for object recognition memory tests and increased the propagation velocity of
CSD. PE rats displayed more entries into the OF center and lowered CSD propagation speed. Data
suggest that IF worsens anxiety-like behavior and memory and accelerates CSD in young rats. In
contrast, PE reverted the unfavorable effects of IE. The brain effects of IF and PE at younger ages are
recommended for study.

Keywords: periodic fasting; physical activity; anxiety-like behavior; memory; electrophysiological
phenomenon

1. Introduction

Intermittent fasting (IF) is a clinical and experimental feeding strategy in which
periods of restricted or absent caloric intake are interspersed with periods of unlimited
consumption [1]. This strategy is based on an old voluntary or obligatory practice used
worldwide for religious and health-improving purposes [2]. Regular IF and physical
exercise (PE) induce positive psychological and physiological effects, contributing to mental
and physical health [3].

IF and PE’s “metabolic switch” has been implicated in regulating the brain’s functions
related to neuroplasticity, learning, and memory capacity [4]. Treadmill exercise increased
open arm entries in elevated plus maze in mice, suggesting the amelioration of anxiety-
like behavior [5]. PE in rodents acts on the release of serotonin and improves synaptic
transmission, promoting anxiolytic effects [6]. Furthermore, PE, through mechanisms such
as angiogenesis, autophagy, and the reduction of inflammatory markers, also contributes
to the delay of brain aging and preservation of memory [7].

Data on the behavioral effects of IF are limited and sometimes controversial; a study in
mice subjected to IF demonstrated enhanced memory, consolidating long-term memories
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and improving dentate gyrus neurogenesis [8]. Different IF protocols attenuated anxiety-
like behavior in healthy and colitis mice and alleviated neuroinflammation and oxidative
stress [9]. However, in a human meta-analysis, it was demonstrated that IF did not modify
the scores related to anxiety or mood [10].

There is a lack of studies relating IF behavioral changes to electrophysiological patterns
assessed by the excitability-related phenomenon known as cortical spreading depression
(CSD). CSD consists of a depolarizing “wave-like” reduction (depression) in spontaneous
and evoked neuronal activity elicited by an electrical, mechanical, or chemical stimulus at
one point of the cerebral cortex. This reversible response spreads slowly concentrically to
remote cortical regions while the eliciting point recovers [11]. Considering that the brain’s
electrical activity controls its primary functions, studying CSD represents an essential tool
for understanding brain functioning in health and disease [12].

A series of nutritional and non-nutritional variables of clinical interest have already
been identified as facilitating or hindering the spread of CSD and influencing behavior [12].
However, more information is needed regarding the implications of combining IF and PE
on CSD. Thus, our primary goal was to evaluate the impact of IF and PE on the behavioral
parameters of anxiety and short-term memory retention and CSD electrophysiological
parameters.

2. Material and Methods
2.1. Ethical and Animal Aspects

This study was approved by the Ethical Committee for using animals in scientific
research of the Federal University of Pernambuco (protocol no. 006/2021, 2 July 2021),
whose norms comply with the norms established by the National Institutes of Health
Guide for Care and Use of Laboratory Animals (Bethesda, MD, USA). A total of 64 Wis-
tar rats of both sexes (30 males and 34 females) aged 24 days were obtained from our
department’s vivarium. Animals were separated by sex, housed in polypropylene cages
(51 cm x 35.5 cm x 18.5 cm) with four rats per cage, and maintained in an environment
with controlled conditions of temperature (23 + 1 °C) and lighting (light-dark cycle of 12h,
with the lights on at 6:00 a.m.). All efforts were made to minimize animal suffering and to
use the minimum number of animals to obtain valid results.

2.2. Experimental Protocol

Animals were randomly distributed into four groups: (a) the control, which was
sedentary and with free access to a laboratory chow diet (n = 14, of which 6 were males) and
were not subjected to intermittent fasting or to exercise; (b) intermittent fasting (IF) (1 = 20;
10 males); (c) physical exercise (PE) (n = 15; 7 males); and (d) intermittent fasting + physical
exercise (1 = 15; 7 males). We used a physical method of randomization: pieces of paper
with the group’s names written on them were placed in a receptacle, mixed, and withdrawn
repeatedly, so each rat was allocated to one of the four groups. First, the animals were
familiarized with the study protocols for one week. After that, the main experiment of IF
and PE on a treadmill lasted eight weeks. Body weight and food intake were monitored
weekly and recorded on postnatal days (PND) 33, 57, and 80. At last, the animals were
subjected to behavioral tests to evaluate anxiety and memory, followed by the recording
of CSD and, after that, euthanasia. Figure 1 presents the time diagram of the various
experimental procedures and their respective ages.
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Figure 1. Time diagram showing the various experimental procedures and the respective ages when
they occurred. IF = intermittent fasting; PE = physical exercise. We classified the animals as young
because the rats were subjected to IF and PE at 31 to 87 PND.

2.3. Intermittent Fasting

All rats were fed a standard laboratory chow diet (Nuvilab®, with 25% protein; Quim-
tia, Colombo, Parana State, Brazil) and had free access to water. During six days (PND
25-30), animals were familiarized with the feeding/fasting regimes inserted. In the IF
group, fasting was started at PND 31 during 24 h for three non-consecutive d/wk [1]; food
was removed from the cage at 08:00 a.m. to start the fasting day and then put back in the
cage at the same time the following day to begin the feeding day. The fast was interrupted
at the end of eight weeks, and the standard lab chow diet was then freely available. Body
weight and food intake were monitored weekly at the same time in the morning. Food
intake was determined from the average consumption found for each cage.

2.4. Exercise Program

Rats were distributed into sedentary and exercised groups; those in the exercise group
were familiarized with the treadmill for six days (from PND 25 to 30). Physical exercise
was used for rodents (running on a motorized treadmill; INSIGHT, model EP-131). Each
familiarization session included placing the rats on the treadmill switched off for 10 min
and then turning on the treadmill at 8 m/min for 5 min [13]. Moderate-intensity exercise
was performed in sessions of 40 min a day, three times a week, for eight weeks (from
PND31 to 87), according to the following protocol [14]: 5 min warming up at a speed of
12 & 2 m/min, 30 min at a main speed of 20 & 2 m/min, and 5 min cooling down at a
speed of 12 + 2 m/min. No aversive stimulus was used, and the rats that refused to run
were stimulated with gentle touches; if persistent in refusing, they were discarded from the
study. Animals from the sedentary groups were placed on the treadmill switched off for
the same period as the trained animals in each session [15].

2.5. Identification of Estrous Cycle

To standardize the hormonal physiological environment of the females, before the
behavioral tests and the CSD recording, the phase of the estrous cycle was identified. To
this, the smear technique was performed by collecting vaginal mucosal cells as previously
described [16]. Vaginal secretions were collected with a flexible rod with a cotton tip soaked
with 0.9% NaCl. The smear was transferred to a clean glass slide and visualized in a
light microscope for cytology. Three cell types were used for determination: epithelial
cells, cornified cells, and leucocytes. Proestrus was mainly characterized by nucleated
epithelial cells and was a determinant for conducting behavioral tests and CSD recording
procedures [16].

2.6. Behavioral Tests

The test room had sound attenuation and low light intensity. Before each test, the
animals remained in the room for 20 min to adapt to the environment. All rat movements
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were recorded for 5 min of the test by a digital camera located vertically above the test
device. The device was cleaned with a 70% ethanol-water solution between the sessions to
minimize distinct olfactory signals. The video-recorded activity was stored on a computer
and analyzed using the ANYmaze® software (4.99 m version) [11].

2.7. Open Field Test

Rats were placed in the center of a circular arena (89 cm diameter) surrounded by
a wall (52 cm height) made of wood. The floor was painted with lines to distinguish
four quadrants, and the center was defined by a circle (62 cm diameter). The evaluated
parameters were distance traveled, immobility time, central zone entries, and central zone
time [17].

2.8. Object Recognition Tests

Novel object recognition tests were evaluated as described previously [15] and were
tested in the OF arena. In the first session (training session), rats explored two identical
objects for 5 min. These objects were placed in the arena at equal distances from the wall
in an asymmetric position regarding the center. After a 40 min inter-session interval, the
rats were returned to the arena (test session). They had to recognize that one of the objects
was moved to a novel spatial position (day 1) or that another object had replaced one with
a different shape (day 2). Based on the exploration times on novel (N) and familiar (F)
objects/positions, we calculated the discrimination index (DI) using the formula DI = (TN
— TF)/(TIN + TF), where TN and TF are the time spent with the novel object/position and
the familiar object/position, respectively [15].

2.9. Elevated plus Maze Test

The EPM apparatus was cross-shaped and made of varnished wood, elevated 55 cm
above the floor, with two open arms and two closed arms, each measuring 49 cm long x 10 cm
wide. The closed arms, with side walls measuring 50 cm high, were arranged perpendicular
to the open ones. A central 10 x 10 cm square platform joined the arms of the apparatus.
The test began with each rat placed individually in the central platform, facing one of the
open arms, and freely exploring the maze for 5 min [17]. The parameters considered were
the distance traveled, immobility time, open arm entries, and open arm time [17].

2.10. CSD Recording

On PND 94-100, each animal was weighed and anesthetized with an intraperitoneal
injection of a mixture containing 1 g/kg urethane and 40 mg/kg chloralose. The head
of the rat was secured in a stereotaxic apparatus (David Kopf Instruments, Tujunga, CA,
USA), and three trephine holes (2-4 mm diameter) were drilled on the right side of the
skull aligned in the frontal-to-occipital direction and parallel to the midline. One hole was
positioned on the frontal bone and was used to apply the stimulus to elicit CSD. The other
two holes were drilled in the parietal bone and were used to record the propagating waves.
At 20 min intervals, CSD was elicited by a 1 min application of a cotton ball (1-2 mm
diameter) soaked with a 2% KCl solution to the anterior hole. The ECoG depression and the
direct current (DC) slow potential change accompanying CSD were recorded for 4 h on the
cortical surface through a digital recording system (Biopac MP 150, Goleta, CA, USA) [18].
Rectal temperature was continuously recorded and maintained at 37 °C £ 1° C. The CSD
propagation was monitored in the two exposed cortical portions on the parietal surface of
the cerebral cortex using two Ag-AgCl electrodes against a common reference electrode of
the same type placed on the nasal bones. The electrodes consisted of chlorided silver wires
inserted into plastic pipettes (5 cm long, 5 mm diameter at the opening top, and 0.5 mm
inner diameter at the tip) filled with Ringer’s solution solidified with the addition of 0.5%
agar. We calculated the CSD velocity of propagation based on the time spent by a wave to
pass the distance between the two cortical recording electrodes gently placed on the dura
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mater. We also calculated the amplitude and duration of the DC slow potential change of
the CSD waves.

2.11. Statistical Analysis

Results are expressed as mean + standard deviation (SD). The statistical software used
was Sigmastat version 3.10. A p-value < 0,05 was considered statistically significant. A
two-way ANOVA test (considering intermittent fasting and physical exercise as factors)
was used, followed by the Holm-Sidak post hoc test, to identify significant contrasts.

3. Results
3.1. Body Weight and Food Intake

The animals’ body weight and food intake were recorded and analyzed at three tim
points during the experiment: PND 33, 57, and 80 (the initial, intermediate, and finap
periods, respectively). Our findings confirmed data from the literature regarding a highe
body weight (Table 1) and greater food ingestion in male rats than females (Table 2).

Table 1. Body weights (g; mean =+ standard deviation) of 30 male (M) and 34 female rats (F) ran-
domly allocated in the following four experimental groups: control (1 = 14, from which six were
males), intermittent fasting (1 = 20; 10 males), physical exercise (n = 15; 7 males) and intermit-
tent fasting+physical exercise (1 = 15; 7 males). Weights were evaluated on PND 38, 57, and 80.
* Significantly different from the corresponding female values (p < 0.05; ANOVA followed by the
Holm-Sidak post hoc test).

38d 57d 80d
Group
F M* F M* F
Control
(n=14; 155.0 +22.3 1185 + 16.5 258.3 +£19.5 1689 + 74 2985+ 174 1914 + 121
6 M)
IF 128.8 +21.2 1043 +£11.4 1945 +21.6 1523 + 124 231.1+237 176.5 +£13.0
(n=20; 10 M)
(= II;E7 M) 1813 £ 19.1 130.0 + 124 277.7 £27.0 179.5 + 16.4 327.3+52.1 196.8 +15.7
IF+PE
(n=157 M) 136.1 +£17.2 1054 +17.4 215.6 +£21.0 150.5 + 14.4 260.7 +25.5 178.0+11.3
Table 2. Food intake (g; mean + standard deviation) of 30 male (M) and 34 female rats (F), as
described in Table 1 above. * Significantly different from the corresponding female values (p < 0.05;
ANOVA followed by the Holm-Sidak post hoc test).
38d 57d 80d
Group
F M* F M* F
Control
(n=14; 178 +0.8 139+1.2 202 +0.1 145+0.3 182+23 13.6 £ 0.9
6 M)
IF
(n = 20;10 M) 13.0 £ 2.7 98+1.1 159 +4.6 132425 147 +£07 124+13
PE
(n=157M) 21.1+05 178 £59 215+19 155+14 203+138 142+16
i 128+ 1.1 10.6 £ 1.3 155+ 14 11.0+15 16.1+1.8 11.8+0.7

(n=15;7 M)
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As all groups contained nearly an equal number of males and females and considering
that no difference between sexes was observed in the other parameters (behavior and CSD),
we analyzed those parameters by including males and females in a single group. ANOVA
revealed a main effect of IF on body weight at PND 33 (F[3, 60] = 10.143; p = 0.002), PND 57
(F[3, 64] = 8.808; p = 0.004) and PND 80 (F[3, 60]= 4.478; p = 0.038). The Holm-Sidak post
hoc test indicated that the IF animals displayed lower weights than the control animals

(p <0.05).

PE mainly affected body weight at PND 33 (F[3, 60 = 4.781; p = 0.033), and the Holm-
Sidak post hoc test showed that the exercised group had higher body weights than the
sedentary group (p < 0.05).

Regarding the food intake, ANOVA demonstrated that IF reduced the amount of food
ingested at PND 33 (F[3, 60] = 37.011; p < 0.001), at PND 57 (F[3, 60] = 18.934; p < 0.001),
and at PND 80 (F[3, 60] = 14.900; p < 0.001). In contrast, PE increased body weight at PND
33 (F[3, 60] = 8.216; p = 0.006).

3.2. Anxiety-like Behavior

The effects of IF and PE on anxiety-like behavior in the open field (OF) test are in
Figure 2. The parameters of traveled distance (Figure 2A) and immobility time (Figure 2B)
did not suffer interference from the studied variables. The IF rats displayed fewer entries
into the center (F[3, 60] = 17.328; p < 0.001) and spent a shorter time in the center of the

open field (F[3, 60] = 5.646; p = 0.021)). On the other hand, PE increased the number of

entries into the center (F[3, 60] = 5.646; p = 0.021). There was no statistical difference in time
spent in the center between the PE and other groups (Figure 2C,D).
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Figure 2. Anxiety-like behavior in the open field test. (A) Distance traveled in meters. (B) Immobility
time in seconds. (C) Number of entries into the center. (D) Time spent in the center. Values
are mean + SD of 14-20 animals per group. # Significantly different from the other three groups.
* p < 0.001, two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak post hoc test.
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Anxiety-like behavior was also observed in the elevated plus maze (EPM) test (Figure 3).
Similar to OF, groups did not differ for traveled distance and immobility time (Figure 3A,B).
ANOVA revealed an interaction between IF and PE regarding the number of entries into the
open arms (F[3, 60] = 20.098; p < 0.001) and the time spent in the open arms (F[3, 60] = 9.101;
p = 0.004). Intermittent fasting reduced the number of entries and time spent in the open
arms compared to the C group and IF+PE group (p < 0.05). PE was associated with in-
creased entries into the open arms and a long duration of time spent in the open arms,
which was more intense in the IF+PE group. However, although significantly higher than
the IF group, it was statistically equal to the C group (Figure 3C,D).
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Figure 3. Anxiety-like behavior in the elevated plus maze (EPM) test. (A) Distance traveled in meters.
(B) Immobility time in seconds. (C) Number of entries into the open arms. (D) Time spent in the open
arms. Values are mean = SD of 14-20 animals per group. Non-significant differences are indicated by
ns. * p < 0.05, two-way ANOVA, followed by the Holm-Sidak post hoc test.

3.3. Object Recognition Memory

The data of the shape and spatial position recognition tests are shown in Figure 4.
ANOVA revealed that IF reduced short-term memory retention, as evaluated by the reduced
discrimination index for novel shape (F[3, 60] = 4.191; p = 0.045) and spatial position
(F[3,60] = 9.764; p = 0.003) compared to the C and IF+PE groups (Figure 4A,B). The PE
group did not differ from the others.

3.4. CSD Features

The topical application of a cotton ball soaked with 2% KCI on the frontal cortex
promoted a single CSD wave that propagated and was recorded by two electrodes located
on the parietal bone. A third electrode positioned on the nasal bone was a common
reference for the other two. The recording of the slow voltage change and the reduction in
the electrocorticogram confirmed CSD (Figure 5A).



100

Brain Sci. 2023, 13,1726 80f13

Object recognition tests

>

shape spatial position
- 0.8 - ’_a_"_a_’
2 2 oaf L1
.gg .gg 0.2 i A ;
ER o4 E2
o G~ 0.0
2 2
i1 i T .02 S

0.0 :
C IF PE IF+PE C IF PE IF+PE

Figure 4. Memory evaluation by object recognition tests. (A) Discrimination index for the shape
recognition test. (B) Discrimination index for the spatial position recognition test. Values are
mean =+ SD of 14-20 animals per group. * p < 0.05, two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak
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Figure 5. Qualitative (A) and quantitative representations (B-D) of cortical spreading depression
(CSD) propagation. (A) Electrocorticogram (E) and slow potential change (P) at two points on the
surface of the right hemisphere. The skull diagram shows the positions 1 and 2 of the recording
electrodes, the common reference electrode (R) position on the nasal bone, and the CSD-eliciting
stimulus (KCI) application point. The dashed vertical lines indicate the latency of the CSD to
cross the distance between the electrodes, and the horizontal bar represents the 3 min time scale.
(B) CSD velocity in mm/min. (C) CSD amplitude in millivolts. (D) CSD duration in seconds. Values
are mean + SD of 14-20 animals per group. # Significantly different from the other three groups.
* p <0.001, two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak post hoc test.
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IF significantly accelerated the CSD propagation compared to the C group
(F[3, 60] = 27.631; p < 0.001), while PE slowed down the spread of CSD (F[3, 60] = 188.559;
p <0.001, Figure 5B). Similarly, the amplitude of CSD was greater in IF compared to the
C group (F[3, 60] = 23.589; p < 0.001). However, the PE groups exhibited smaller CSD
amplitudes (F[3, 60] = 209.387; p < 0.001, Figure 5C). The CSD’s duration was significantly
reduced by IF (F[3, 60] = 25.639; p < 0.001) but increased by PE (F[3, 60] = 145.728; p < 0.001,
Figure 5D).

4. Discussion

The present study provides evidence of the role of IF combined with PE on anxiety
and memory behavior and the brain excitability-related CSD phenomenon. Our main
findings suggest that when started early in life, IF worsens anxiety-like behavior and
memory. Furthermore, IF makes the brain more likely to propagate CSD by accelerating
it. On the other hand, PE reverses the harmful effects of IF by improving anxiety-like
behavior and memory and slowing down CSD propagation. To our knowledge, this is the
first study analyzing the interaction of IF and PE on anxiety behavior, memory, and CSD in
developing rats.

We have currently demonstrated that animals subjected to IF had reduced food in-
take and body weight. Similar results were also previously observed in adult rats [19],
suggesting that IF could be an exciting strategy for helping treat adult obesity. PE did
not promote changes in the body weight of animals compared to the control group, as
previously demonstrated [20], and the increase in food consumption probably compensated
for the higher energy expenditure resulting from the exercise.

The data obtained from anxiety-like behavior tests demonstrated that the animals
from the IF group entered less and spent less time in the center of the OF test(Figure 2)
and the open arms of EPM (Figure 3), which suggests an anxiogenic effect of IF at this age.
Moreover, the reduction in the discrimination index in short-term memory tests (Figure 4),
that is, less exploration of new spatial positions and objects, suggests a worsening of
memory caused by IF.

The effects of IF on behavior observed here contrast with some evidence in the liter-
ature. Eight-week-old female mice subjected to IF for three months exhibited improved
long-term memory retention [8]. On the other hand, every-other-day fasting for six weeks
did not affect memory formation in male rats [21]. Sixteen hours of food deprivation daily
for three months reduced anxiety-like behavior in diabetic male rats aged 12-14 weeks [22].
Twenty-four-hour IF every other day for 28 days improved the spatial memory of three-
month-old diabetic mice [23]. Mice (7-8 weeks old) with colitis had attenuated anxiety
symptoms after 16 h of IF for 36 days [9]. These contrasting results can be attributed to
methodological factors, such as different IF regimens, animal species and ages, and asso-
ciated pathologies. IF comprises an umbrella term surrounding other dietary restriction
protocols, making it difficult to standardize the methodology and provide heterogeneous
results. In addition, most studies use experimental models of associated pathology, con-
trasting with the clinically healthy animals used here.

Although mice and rats are evolutionarily similar, there are significant differences
between the species regarding morpho-functional brain features, including, for example,
dendritic length, dendritic spine size, and resting membrane potential, which makes direct
comparisons difficult [24]. Even though several studies with rodents show beneficial effects
of IF on memory, anxiety-like behavior, and neurological diseases [25], the evidence remains
discreet and conflicting in humans. Ramadan, for example, was responsible for improving
or not interfering with anxiety-like behavior, well-being, or mood and promoting relapses
in episodes of bipolar disorder and worsening symptoms of schizophrenia [10,26,27]

Another factor that may contribute to the diversity of results is the age of the animals.
Unlike most studies in the literature, which use adult or older animals, our analysis fo-
cused on the effects of IF in the development period. This phase is considered critical for
neurodevelopment since the nervous system develops over a long period, from embryonic
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to puberty, in rats and humans [28]. Environmental factors, including dietary aspects, can
interfere with brain development during early life, bringing lasting and often irreversible
effects to cognitive development and mental health. Therefore, the effects of IF and PE
on a developing organism might be considered differently from those effects on the de-
veloped brain [29]. While IF and PE appear beneficial in adulthood, the same is not in
developing organisms.

Furthermore, maternal nutrition during pregnancy profoundly affects the growth and
development of offspring throughout life [30]. However, the role of IF during pregnancy on
fetal development and health is not yet well defined. Even though pregnant Muslim women
are exempt from fasting during Ramadan, many of them still choose to participate [31].
For this reason, some animal studies replicate this model of Ramadan fasting during
pregnancy. The reported effects are related to an altered profile of placental metabolites,
reduced transport of placental amino acids, and fetal growth restriction [32,33]. Impairment
of placental function and fetal growth can interfere with development with potentially
long-lasting effects on offspring physiology later in life and a greater predisposition to
diseases [33].

Our findings also point out the action of IF in modulating brain excitability, increasing
CSD'’s propagation velocity. As far as we know, this is the first report of the accelerating
effect of IF on the CSD phenomenon in young rats. The closest available literature is the
effect of acute 24 h fasting on the increase in the excitability of neural activity, specifically
in the olfactory bulb of eight-week-old mice [34]. Conversely, ketogenic diets and IF are
associated with reduced neuronal excitability in animals [35], which differs from the present
data. Since the results are controversial and the exact mechanisms still need to be fully
determined, further studies are required. Nutritional deficiency early in life facilitates CSD
propagation in the rat cortex (12). In the present study, the lower body weight and food
intake observed in the IF group (Tables 1 and 2) suggest a certain degree of nutritional
deficiency, which is in line with CSD facilitation in these animals (Figure 5).

On the other hand, there is a growing body of scientific evidence that PE promotes
beneficial effects on physiological and mental health in humans and animal models [36,37].
In line with the literature [5,38], our findings indicated that treadmill PE associated with IF
improved memory and anxiety-like behavior in rats compared to IF (see Figure 3D). The
CSD phenomenon also shows a clear effect of exercise (see Figure 5B). The beneficial effect
of our moderate exercise paradigm on behavior was less than one could expect from the
literature data. A more intense or lasting exercise paradigm would probably produce more
conspicuous effects on behavior.

Potential mechanisms involved in the benefits of PE on brain activity include neu-
rogenesis and angiogenesis in the hippocampus and the activation and modulation of
neurotrophins and growth factors [39]. PE enhances the generation of new neurons and
stimulates the formation of new vessels, which contributes to memory and spatial learn-
ing [40]. Thus, PE is receiving more interest as a non-drug method of maintaining brain
health and treating neurodegenerative and psychiatric conditions.

Those mechanisms mentioned above also help to understand the role of PE in the
brain’s electrophysiological activity based on the analysis of CSD. By stimulating neuroge-
nesis, angiogenesis, and synaptogenesis, PE improves local blood flow and increases the
distance to be covered by cell-cell communication, possibly influencing brain excitability
and slowing down CSD [41]. These data agree with a previous study showing that treadmill
PE can antagonize the spread of CSD in rats [20].

Summarily, IF in young rats worsens anxiety-like behavior and memory and accel-
erates CSD, while PE improves the behavioral aspects of anxiety and memory and slows
CSD. Furthermore, PE, when associated with IF, could reverse its adverse effects on the
brain, similar to those previously demonstrated [42]. Therefore, these findings indicate that
combining such factors is the most stated choice since PE interacts with dietary elements,
modulating energy metabolism, and synaptic plasticity, which promotes positive effects on
brain functioning.
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5. Conclusions

Our findings suggest that IF worsens anxiety-like behavior and memory and acceler-
ates CSD when initiated in developing rats. We reinforce the protective effect of PE on the
brain, improving anxiety-like behavior and memory and slowing down CSD. These results
indicate that the association between IF and PE may be necessary for brain health since PE
can reverse IF’s harmful effects. However, the underlying mechanisms still need to be fully
elucidated, especially at younger ages, being necessary for further investigations.
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