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Resumo

Uma vez que a pratica do jejum intermitente esta se tornando cada vez mais comum e
o jejum pode gerar uma resposta estressora no organismo, podendo levar a alteragoes no
estado de humor, como por exemplo, num resposta comportamental semelhante a depressao,
investigar uma possivel relacao entre a pratica de jejum intermitente e um quadro de depressao,
doenca que se caracteriza pela perda de produtividade e apatia, é de grande valia. Para tanto,
foram utilizados ratos Wistar adultos separados em 2 grupos: controle e submetido ao jejum
intermitente (2:1- 2 dias com alimento livre: 1 dia de jejum). O grupo privado passou por
sucessivas (4, 8, 10 ou 12) privagoes de alimento com intervalo de 48 horas entre cada uma. 48
horas apés a ultima privacao, foi realizado o protocolo do teste do nado forcado,. O teste foi
filmado (10 min), sendo avaliados os seguintes movimentos: natagao, escalonamento, mergulho
e imobilidade, assim como tempo de laténcia e frequéncia para cada movimento. Além do teste
do nado forgado, foi realizado também o splash test nos animais que foram privados 10 e 12
vezes, sendo que 48h apos a realizagao do teste do nado, estes animais tiveram seus dorsos
borrifados com sacarose 10 por cento. Em seguida foram colocados em uma caixa de vidro,
sendo filmados (6 min) para posterior anélise do comportamento de autocuidado (grooming).
Os resultados mostraram que os animais submetidos a 10 privagoes de alimento apresentaram,
nos intervalos de 0 a 5; 2 a 7 e 0 a 10 min, aumento no tempo de escalada e diminuicao do
tempo de imobilidade; além de uma redugao do nado no intervalo 2 a 7 min. J4 os animais que
passaram por 4, 8 ou 12 privagoes nao apresentaram diferengas estatisticas em nenhum dos
parametros analisados. Também nao houve diferencas estatisticas nos tempos de laténcia e
frequéncia em nenhum dos pardmetros analisados em nenhum dos grupos. Os animais privados
10 vezes apresentaram um menor tempo de laténcia para iniciar o autocuidado no splash test,
quando comparados ao grupo controle, porém nao foram observadas diferencas estatisticas na
duragao ou na frequéncia do autocuidado. Concluindo, os resultados obtidos sugerem que o
jejum intermitente nao apresenta um efeito depressogénico, porém outros estudos se fazem
necessarios para se confirmar, se o jejum intermitente apresentaria uma agao antidepressiva

ou um possivel efeito na atividade locomotora.
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Abstract

Since the practice of intermittent fasting is becoming increasingly common and fasting
can generate a stressful response in the body, which can lead to changes in the mood, such
as a behavioral response similar to depression, investigate a possible relationship between the
practice of intermittent fasting and depression, a disease characterized by loss of productivity
and apathy, it is of great value. For this purpose, adult Wistar rats were separated into 2
groups: control and submitted to intermittent fasting (2:1-2 days with free food: 1 day of
fasting). The private group went through successive (4, 8, 10 or 12) food deprivations with
an interval of 48 hours between each one. 48 hours after the last deprivation, the forced swim
test protocol was performed. The test was filmed (10 min), and the following movements were
evaluated: swimming, climbing, diving and immobility, as well as latency time and frequency
for each movement. In addition to the forced swim test, the splash test was also performed on
animals that were deprived 10 and 12 times, and 48 hours after the swim test, these animals
had their backs sprayed with 10 percent of sucrose.Then they were placed in a glass box and
filmed (6 min) for further analysis of self-care behavior (grooming). The results showed that
the animals submitted to 10 food deprivations presented, in the intervals from 0 to 5; 2 to 7
and 0 to 10 min, increase in climbing time and decrease in immobility time; in addition to
a reduction in swimming in the 2 to 7 min interval. The animals that went through 4, 8 or
12 deprivations did not show statistical differences in any of the analyzed parameters. There
were also no statistical differences in latency times and frequency in any of the parameters
analyzed in any of the groups. The animals deprived 10 and 12 times had a shorter latency
time to start self-care in the splash test, when compared to the control group, but no statistical
differences were observed in the duration or frequency of self-care. In conclusion, the results
obtained suggest that intermittent fasting does not have a depressogenic effect, but further
studies are needed to confirm whether intermittent fasting would present an antidepressant

action or a possible effect on locomotor activity.
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Capitulo 1

Introducao

A depressdao é um problema de saude que estd associado a reducgdao da atividade psico-
motora, apatia, auséncia ou perda de forcas, o que prejudica a produtividade e bem-estar
do individuo. Acredita-se que fatores genéticos e varios neurotransmissores (serotonina, do-
pamina e norepinefrina) estejam envolvidos na etiologia da depressao (SCHILDKRAUT, 1969;
Maas, 1975; JOHANSSON et al., 2001). Ha algumas hipoteses referentes a patogenia da
depressao como por exemplo a teoria monoaminérgica (relacionada aos sistemas monoaminér-
gicos centrais, envolvendo serotonina e noradrenalina, sendo que uma reducao da atividade ou
disponibilidade dos mesmos poderia resultar num quadro depressivo) e a teoria neurotrofica
(na qual o transtorno de humor esté relacionado a uma perda do suporte neurotréfico, ou seja,
redugao dos niveis do fator neurotrofico de desenvolvimento do cérebro — BDNF) (NADAL-
VICENS et al., 2009; STAHL, 2017).

Pensando pelo lado da psicologia, o desenvolvimento ou aparecimento dos sintomas que
caracterizam a depressdo, comumente, esta associado a presenca de um evento traumaético,
como, por exemplo, situagoes de estresse, descontentamento na realizacao de atividades coti-
dianas (DOUGHER E HACKBERT, 2003), ou seja, a vivéncia de emogoes negativas pode levar
a ativacao do eixo hipotalamo - hipoéfise - cortex adrenal desencadeando a resposta compor-
tamental ao estresse. Com esta ativacdo haverd a liberacao de glicocorticoides que poderao
iniciar uma retroalimentagao positiva com a amigdala (estrutura do sistema limbico) e os ci-
clos de retroalimentacao negativa com o hipocampo e o cortex pré-frontal. Se essa excitagao
da amigdala for muito elevada, pode levar a inibicdo do hipocampo e do cértex pré-frontal,
levando a uma regulagao positiva que pode desencadear estados cronicos de estresse e depres-
sao (HERMAN et al., 2005). Assim, seria possivel que situagoes estressoras cronicas possam
predispor a um quadro semelhante a depressao.

E sabido que na natureza muitos animais enfrentam durante o ciclo da vida variacoes
na oferta de alimentos, onde em alguns periodos essa oferta pode ser reduzida, ocasionando
uma reducao ou até mesmo auséncia total de alimentos, intercalado por periodos de fartura.

A restrigao caldrica por periodos intermitentes (auséncia completa de alimento) ou restrigao



1. INTRODUCAO 2

alimentar periddica (diminui¢do da ingestao habitual, mas nao a auséncia completa) podem
imitar a disponibilidade imprevisivel de alimentos na natureza (ZHANG et al., 2012). Atual-
mente, uma pratica que vem sendo bastante adotada pela populacdo como forma de atingir
a perda de peso tem sido o jejum intermitente o qual desencadeia mecanismos neurais de
readequagao/estresse e poderia a curto ou longo prazo interferir nos estados de humor, na
depressao.

Estudos ja mostraram que o jejum pode ser considerado uma situacao de estresse leve.
Levay et al. (2010) mostraram um aumento nos niveis de corticosterona que foram dependentes
do grau de restrigdo calorica. Li et al. (2014) relataram que roedores submetidos a jejum
agudo de 9 e 18h apresentaram niveis circulantes mais elevados de corticosterona. Estes
estudos comprovam que uma restricao calérica pode se considerada como um estressor, além
disso, um aumento cronico na corticosterona leva ao aumento da regulacao de receptores de
serotonina (TAKAO et al., 1997), que é uma caracteristica de um estado depressivo.

Ademais, as concentragoes e as possiveis fungoes de diversos neurotransmissores sao in-
fluenciadas pelo estoque de seus precursores dietéticos. Dentre eles pode-se citar as aminas
biogénicas, como a serotonina, sendo que Zhang et al. (2015) mostraram que a restrigao calo-
rica a longo prazo pode reduzir as atividades serotoninérgicas no cérebro. J4 foi demonstrado
que alteragoes nos niveis de serotonina podem desencadear alteragoes em diversos comporta-
mentos e humor (BELL et al., 2001), como por exemplo, pode levar transtornos psiquiétricos,
como a depressao.

Por outro lado, alguns estudos sugerem que o jejum poderia melhorar os transtornos do
humor. A realiza¢do do jejum intermitente (dias alternados) aumenta a biodisponibilidade do
BDNF o que tem sido relacionado com a melhora do humor apos a realizacao do jejum, afinal
o BDNF esté envolvido no metabolismo da serotonina e plasticidade sinaptica Fond et al.
(2013).

Assim, sabendo que o jejum, por ser considerado uma situacéo de estresse e por levar
a alteracGes na biodisponibilidade de serotonina e BDNF, poderia interferir na depressao; e
que atualmente esta ficando cada vez mais comum o jejum intermitente, é de suma impor-
tancia aprofundar a investigagdo se o jejum intermitente seria capaz de ter um efeito pro ou
antidepressivo.

H&a modelos experimentais para se investigar se um determinado tratamento poderia ter
uma acao antidepressiva, como por exemplo, o teste do nado for¢ado. Este modelo, proposto
por Porsolt e cols em 1977, representa uma situagao de estresse, sendo capaz de induzir um
estado de baixa motivacao que seria refletido numa imobilidade induzida no animal (TAKEDA
et al., 2006; DETKE et al., 1997). O teste do nado for¢cado é um modelo comportamental,
preditivo ao uso de acao de drogas antidepressivas que esta intimamente ligado a reagao motora
que o animal vai realizar ao ser submetido a um fator estressor. Comumente os parametros

que sao analisados neste modelo sdao a reacao de nado que seria o movimento instintivo do
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animal. Como nao existe a possibilidade do animal escapar do cilindro, para que ele nao
afunde é necessario que ele realize o movimento de nado, que consiste no movimento horizontal
que o animal realiza pelo tanque cilindrico. Outro parametro analisado é o movimento de
escalonamento, que consiste no movimento vertical do animal pelo cilindro, sendo que foi
sugerido que uma frequéncia maior de escalonamento poderia ser um preditor de atividade
motora alterada no animal. Além disso, em testes com substéncias psicoativas, um maior
tempo de escalada pode estar relacionado a um potencial efeito estimulante da droga (VIEIRA
et al., 2008). J& no parametro de imobilidade, o animal fica imével, flutuando, realizando
apenas movimentos para manter a cabecga acima da agua e por esta razao é considerado um
comportamento passivo no enfrentamento de estimulos estressantes. Trabalhos anteriores ja
demonstraram que quanto maiores os valores de duragao da imobilidade, maiores os niveis de
desespero comportamental (LINO-DE OLIVEIRA et al., 2005).

Além do teste do nado forcado, outro teste interessante relacionado ao estudo de um
quadro semelhante a depressao é o splash test, que consiste em observar o comportamento
de autolimpeza (grooming) do animal que é um comportamento natural de varias espécies de
animais, inclusive de roedores. Muitos neuromediadores e hormoénios parecem estar envolvidos
na regulagdo do comportamento de autocuidado. Ademais, a atividade de autolimpeza de
roedores pode ser ligeiramente aumentada em situagoes estresse (KALUEFF E TUOHIMAA,
2004). Dessa forma, esse modelo pode colaborar com os dados obtidos no teste do nado
forcado, confirmando as possiveis alteragoes de comportamento dos ratos.

Por fim, utilizando testes comportamentais, seré averiguada a hipotese de que ao submeter
o animal a um protocolo de jejum intermitente, haveria uma alteracao crénica da homeos-

tase/estresse, podendo afetar a neurobiologia do comportamento semelhante & depressao.



Capitulo 2

Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Investigar se o jejum intermitente poderia interferir na resposta comportamental seme-
lhante & depressao.
2.2 Objetivos especificos

A Investigar os efeitos de sucessivas privagdes alimentares na resposta comportamental

observada no teste do nado forcado.

B Investigar os efeitos da privagao alimentar na resposta comportamental observada no

splash test.
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Metodologia

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 280-300 g que ficaram mantidos no Centro de
Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto com o protocolo aprovado pelo Comité
de ética em uso animal (CEUA 3553150620 ¢ CEUA 2017/17). Os animais foram separados

em dois grupos: privados de alimento (jejum intermitente) e controle (sem privagoes).

3.2 Privagoes de alimento

Inicialmente os animais foram pesados e divididos em dois grupos: controle e privado.
A privacdo de alimento consistiu na retirada total da racdo por 24h, mantendo-se dgua ad
libitum. Ao final das 24h, os animais voltavam a ter acesso normal & racdo. Os animais do
grupo privado foram expostos a sucessivas privagoes de ragao com intervalo de 48h entre cada
uma das privagoes, tendo sempre a dgua disponivel. O niimero de privagoes variou de acordo
com os grupos experimentais, sendo eles: quatro, oito, dez ou doze privagoes. O grupo controle

nao foi submetido a nenhuma privagao tendo durante todo o tempo ragao e dgua ad libitum.

3.3 Teste do nado forcado

Para o estudo da resposta comportamental semelhante a depressao foi utilizado o teste
do nado forgado. O animal foi pesado e colocado num cilindro de vidro, com profundidade
minima de 30 cm, preenchido com agua aquecida (em torno de 26+ 2°C). O teste durou
10 minutos, sendo o mesmo filmado, para posterior analise — escalonamento (movimento de
escalar o cilindro), nado (movimento com as quatro patas), imobilidade (quando o animal fica

totalmente imoével) e mergulho (quando o animal fica todo submerso).
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Nado Escalonamento Imobilidade Mergulho

Figura 3.1: Demonstracao dos movimentos analisados no teste do nado forcado. Fonte: Autor

Inicialmente o teste do nado forgado proposto por Porsolt (1977) analisava apenas um
parametro que era o tempo de imobilidade do animal no cilindro, se o animal tivesse um
comportamento apatico, ou seja, permanecesse um maior periodo de tempo em imobilidade
era considerado um comportamento semelhante a depressdao e se o tempo de imobilidade
fosse menor isso representava um comportamento antidepressivo. Com a evolugao do teste do
nado forgado, outros paradmetros foram sendo acrescentados as anélises como o escalonamento,
o qual uma alteracdo nesse movimento sendo que uma frequéncia maior de escalonamento
poderia ser um preditor de atividade motora alterada no animal, ou seja, um efeito estimulante.
(VIEIRA et al., 2008). Assim, neste trabalho, esperava-se altera¢oes tanto na imobilidade
quanto no escalonamento dos animais privados.

Para analisar os movimentos, o tempo total de 10 minutos foi subdividido nos intervalos de
tempo de 0-2 minutos (periodo de aclimatacao), 0-5 minutos (periodo de analise convencional),
0-10 minutos (periodo total do teste); 2-7 minutos (periodo compreendido entre o término da
aclimatagao e inicio da exaustao, ou seja, periodo que exclui o inicio e o final do teste) e 7-10
minutos (periodo em que o animal poderia ter atingido a exaustao).

Observagao: Nao foi realizada a pré exposicao ao teste do nado, pois a sensibilizagao
decorrente deste pré teste poderia ser alterada pelo tratamento cronico e para evitar qualquer

interferéncia desta sensibiliza¢ao nos resultados, assim como descrito por Cryan e cols (2005).

3.4 Splash test

Os animais que passaram por 10 e 12 privacées também foram submetidos ao splash test,

24 horas ap6s o final do protocolo de nado forgado. O protocolo consistiu em borrifar no
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dorso do animal uma solugao de 10% de sacarose e em seguida colocar 0 mesmo numa caixa
de vidro por 6 minutos, filmando seu comportamento. O objetivo foi analisar no video o
comportamento de autocuidado, ou seja, se o animal iria se limpar no local em que a solugao
foi borrifada. Foi avaliado o tempo de duracao e a frequéncia do comportamento, assim como
a laténcia para inicid-lo. Uma diminuicao no tempo de comportamento de autocuidado no
splash test dos animais pode ser indicativo de que o tratamento ou protocolo utilizado possa

estar desencadeando um comportamento semelhante & depressao.

Figura 3.2: Demonstracao da montagem do splash test.

A realizagao do splash test deveu-se ao fato de que o resultado deste teste poderia com-
plementar o do teste do nado forcado, possibilitando assim uma anélise mais completa do

comportamento estudado.

3.5 Andlises estatisticas

Os resultados foram tabulados e expressos como média + erro padrao da média. Foi feita
analise estatistica, utilizando o programa Prism 7, sendo o Test ¢ usado para analise e os
dados considerados significativos quando p<0,05. A Anova de 2way foi utilizada para anélise
da comparagao entre todos os grupos do experimento e os dados considerados significativos

quando p<0,05.



Capitulo 4

Resultados

4.1 Pesagem dos animais

Os animais foram pesados antes de iniciar o protocolo de privacdo de alimento e no dia do
teste para observar se haveria diferenca entre o grupo privado e grupo controle em termos de
ganho de peso. O jejum intermitente, independente de niimero de privagoes de alimento (4, 8,
10 ou 12), nao levou & altera¢ao do peso corporal dos animais em rela¢do aos seus respectivos

controles (Figura 4.1).

4PRI 8PRI

—_ @B Controle (n=6) T Controle (n=4)
Privado (n=7) @8 Privado (n=7)
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]
o
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Peso inicial Peso final Peso inicial Peso final

10PRI

400 12PRI
Controle (n=7)

@8 Privado (n=7) Controle (n=6)
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-
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Peso inicial Peso final

Figura 4.1: Avaliagdo do peso corporal (g) dos animais que passaram por 4 PRI, 8 PRI, 10
PRI ou 12 PRI. n = ntmero de animais; PRI = privacoes;
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4.2 Teste do nado forcado

A anélise dos videos mostrou que os animais que foram submetidos a 10 privagoes de
alimento apresentaram um aumento no tempo de escalonamento e redugao no tempo de imo-
bilidade nos intervalos de: 0 a 5 e 0 a 10 minutos (Figuras 4.2B e 4.2C, respectivamente) e um
aumento do tempo de escalonamento e diminui¢ao nos tempos de nado e imobilidade no inter-
valo de 2 a 7 minutos (Figura 4.2E) em relagao ao grupo controle (sem privagoes de alimento).
Todavia, no intervalo de 0 a 2 min (Figura 4.2A) e 7 a 10 (Figura 4.2D), que representam,
respectivamente, o inicio e o final do teste, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre
os grupos. O parametro de tempo de mergulho néao foi diferente estatisticamente entre os

grupos, em nenhum dos tempos analisados (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Duragao (s) da atividade de nado, escalonamento (ESC), mergulho (MER) e imo-
bilidade (IMOB) durante o teste do nado for¢cado em ratos controle ou que foram submetidos
a 10 privagoes de alimento. Os parametros foram analisados nos intervalos de tempo de 0 a 2
(A),0a5(B),0a10(C),2a7(D)e7al0 minutos (E). n = nimero de animais; * diferente
do grupo controle p<0,05.

Para os grupos que passaram por 4, 8 ou 12 privagoes, nao foram observadas diferengas

significativas para nenhum dos movimentos analisados (Tabela 4.1).
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Intervalo(s)
Parame- 0-2 0-5 0-10 2-7 7-10
tro/Grupo
NADO
controle do 62,25 + 2,13 | 185 + 0,71 | 446,3 + 1,03 | 222,3 + 0,20 | 97,8 + 1,02
grupo 4 PRI
4 PRI 44 + 213 | 166,3 &£ 0,71 | 415,8 &= 1,03 | 217 £ 0,20 | 132,8 & 1,02
controle do 59 + 0,7 | 150,8 £ 0,03 | 363,5 £ 0,17 | 179,5 & 0,15 | 85,25 & 1,09
grupo 8 PRI
8 PRI 41,14 + 0,7 | 148,8 & 0,03 | 381,7 + 0,17 | 187,6 + 0,15 | 128,7 + 1,09
controle do 21,33 £ 0,76 | 129 + 0,69 | 378,7 &= 0,79 | 141,3 &£ 0,17 | 172,7 & 1,89
grupo 12 PRI
12 PRI 34,4 4+ 0,76 | 98,2+ 0,69 | 321,24+ 0,79 | 150,6 + 0,17 | 141 + 1,89
ESCALONAMENTO
controle do 52 + 1,65 | 1143 + 0,32 | 141,3 + 0,86 | 71,25 + 0,20 | 88 + 0,36
grupo 4 PRI
4 PRI 69,83 + 1,65 | 122,7 + 0,32 | 167,7 £ 0,86 | 77,17 £ 0,20 | 70,14 + 0,36
controle do 485 + 0,81 | 129.3 + 0,15 | 249.8 + 0,47 | 103,8 + 0,32 | 91 + 1,06
grupo 8 PRI
8 PRI 67,86 + 0,81 | 121,3 £ 0,15 | 200 4 0,47 | 86,14 + 0,32 | 48,86 + 1,06
controle do 8467 + 0,20 | 1547 + 0,11 | 199 + 0,56 | 111,74 022 | 6 + 1,76
grupo 12 PRI
12 PRI 81,2 4+ 0,20 | 159,4 + 0,11 | 240 £ 0,56 | 1234 + 0,22 | 35,4 & 1,76
MERGULHO
controle do 4+ 0,00 44000 | 825+0,14 | 425+ 0,20 0
grupo 4 PRI
4 PRI 4405 4+ 0,20 940,14 |5167+£020| 2+043
controle do 75 1 148 | 1425+ 2,75 | 20,25+ 1,80 | 55+ 0,79 | 91 + 1,06
grupo 8 PRI
8 PRI 1,04 +£0,12 | 243+12 | 6,71 £087 | 34020 | 48386+ 1,06
controle do 9 + 0,41 94120 | 9,67+007 | 0,67+ 0,24 0
grupo 12 PRI
12 PRI 2+ 0,32 42 +0,11 | 44+£020 | 2.4 +0,03 0

IMOBILIDADE
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controle do 1,754+ 0,18 | 34020 | 425+065 | 225+ 049 | 43 +0,1
grupo 4 PRI
4 PRI 2,16 + 0,18 | 3,83 +0,28 | 7,33+ 0,65 | 3,33+ 0,49 | 3.4+ 0,33
controle do 575+ 045 | 5754053 | 6+ 0,50 0 0,25 + 0,38
grupo 8 PRI
8 PRI 9,86 + 0,45 | 11,57 £ 0,53 | 11,57 £ 0,50 | 6 + 0,74 0
controle do 540,13 7,67 £ 0,36 | 12,67 £ 0,34 | 6,333 £ 0,32 | 1,33 + 0,14
grupo 12 PRI
12 PRI 72+0,13 | 238+0,36 | 344+ 0,34 | 23,6 +032 | 3,6 =+0,14

Tabela 4.1: Avaliacdo dos parametros de nado, escalada, mergulho e imobilidade no teste do
nado forgado nos animais que passaram por quatro (n = 7) , oito (n = 4) e doze privagoes (n
= 5) PRI = privagoes; n = namero de animais.

Além da duragdo do tempo de nado, escalonamento, mergulho e imobilidade, também
foram analisadas a laténcia (tempo que o animal demorou para realizar pela primeira vez
os parametros analisados) e a frequéncia (nimero de vezes que o animal realizou algum dos
movimentos), sendo que se esses parametros apresentassem alguma diferenga estatistica seria
possivel inferir que o comportamento dos animais privados estaria alterado. No entanto, os
animais que passaram pelas sucessivas privacgoes, independente de terem sido 4, 8, 10 ou 12
vezes, nao tiveram diferencas estatisticas na frequéncia ou na laténcia em nenhum dos quatro

movimentos analisados (Tabela 4.2).

Intervalo(s)
Parame- Laténcia Frequéncia
tro/Grupo
NADO
controle do 62,3+ 04 | 83+ 0,05
grupo 4 PRI
4 PRI 69,1 + 1,4 | 82+ 0,15
controle do 24,9 + 0,95 | 11,9 + 0,7
grupo 8 PRI
§ PRI 21+15 | 11,3+ 03
controle do 955+ 04 | 11,3 + 0,05
grupo 10 PRI
10 PRI 247+ 04 | 11,2 + 0,05
controle do 64,3 + 0,15 | 7,6 + 1,85
grupo 12 PRI
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12 PRI 66,5 + 0,25 | 11,3 + 1,85
ESCALONAMENTO
controle do 024025 | 39+04
grupo 4 PRI
4 PRI 05+0,15 | 31+08
controle do 153 + 1,55 | 42+ 0,7
grupo 8 PRI
8 PRI 18,4 + 1,53 3,3+ 0,6
controle do 4413 2.5 + 0,44
grupo 10 PRI
10 PRI 18,3 £0,3 | 3,3 +04
controle do 0,0 + 0,5 42+ 0.3
grupo 12 PRI
12 PRI 3,5 + 0,75 3,5 + 0,35
MERGULHO
controle do 834203 | 1,2+ 04
grupo 4 PRI
4 PRI 423 +203| 2+0,.2
controle do 39 4 3 0,2 + 0,25
grupo 8 PRI
8 PRI 38 £ 2,7 0,7 £ 0,25
controle do 71,75 + 0.8 | 0,3 + 0,21
grupo 10 PRI
10 PRI 380+1,8 | 0,7+0,2
controle do 94,5+ 0,8 | 0,2 £ 0,02
grupo 12 PRI
12 PRI 348 +18 | 0,2403
IMOBILIDADE
controle do 20+04 | 4240,
grupo 4 PRI
4 PRI 3,7+ 04 44+0,3
controle do 20+ 055 | 9419
grupo 8 PRI
8 PRI 4,2+ 057 | 52+ 12




4. RESULTADOS 14

controle do
grupo 10 PRI

10 PRI 3,7£0,6 8,3 £0,8

2,5£06 9£0,8

controle do
grupo 12 PRI

12 PRI 1,8+ 1,1 942

4,0 £ 1,2 542

Tabela 4.2: : Avaliacdo da frequéncia e laténcia de nado, escalada, mergulho e imobilidade no
teste do nado forgado nos animais que passaram por quatro ( n = 7) , oito ( n = 4), dez (n
=5) ou doze privagoes (n = 5). PRI = privacoes; n = nimero de animais.

4.3 Analise do Splash Test

O splash test foi realizado em ratos controle e que foram privados 10 e 12 vezes, 48h
apos o teste do nado forcado. Este teste foi realizado com um borrifador contendo solugao
de sacarose a 10%, a qual foi esguichada na camada dorsal dos animais controle e privados,
com o intuito de sujar a pelagem e induzir um comportamento de autolimpeza. Em seguida
eles foram colocados em uma caixa de vidro e filmados por um periodo de 6 minutos para
posterior analise.

Para as analises foram considerados o tempo de 1 a 6 minutos, ja que se considerou o tempo
de 0 a 1 minuto como o tempo de ambientagao dos animais a caixa de vidro. Foram analisados
o tempo de grooming (limpeza), a frequéncia, ou seja, quantos episddios de se limpar o animal
teve e também foi analisado o tempo que os animais demoraram para realizar o primeiro
episodio de limpeza (laténcia). A andlise dos animais que passaram por 10 e 12 privagoes
de alimento mostrou que os animais privados nao apresentaram diferenga na duragdo nem na
frequéncia do autocuidado (grooming). No entanto, para os animais privados 10 vezes, houve
diferenca no parametro da laténcia, apresentando uma reducao no tempo em que o animal

leva para realizar o primeiro episodio de limpeza em relagdo ao grupo controle (Figura 4.3).
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Parametros analisados no splash test: 10PRI
Controle (n = 6)
Il Privado (n=8)
2001
150+

100+ *

50+

Numero de episodios

—

Grooming Latencia

Frequéncia

Figura 4.3: Analise do tempo de duragao do grooming (autocuidado, s), laténcia (s) e frequén-
cia (ntmero de episodios) do mesmo no splash test de animais que passaram por 10 privagoes.
s = segundos; n = numero de animais; * diferente do controle p<0,05.

Parametros analisados no splash test: 12PRI

Cantrale (n=5)
Hl Privade (n=5)
250

2004
150
100

50+

Numero de episédios

04 0 T
Grooming Latencia

Frequéncia

Figura 4.4: Analise do tempo de duragao do grooming (autocuidado, s), laténcia (s) e frequén-
cia (namero de episodios) do mesmo no splash test de animais que passaram por 12 privagoes.
s = segundos; n = numero de animais;

4.4 Analise entre as privagoes

Uma vez que dependendo do nimero de privagoes observou-se algumas diferencas e em
outras nao, e considerando o trabalho de (L1 et al., 2014) que sugere que a duragao do trata-
mento pode interferir nas respostas comportamentais e fisiologicas do animal, foi analisado se
haveria diferencas entre os animais tratados dependendo do ntimero de privacoes. A anélise
demonstrou que nao foram observadas diferengas estatisticas nos movimentos analisados entre
os quatro grupos controle (Figura 4.5) nem entre os grupos que passaram por 4, 8, 10 e 12

privagoes. (Figura 4.6).
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Figura 4.5: Anélise do tempo de nado (A), escalonamento (B), imobilidade (C) e mergulho
(D) apresentado pelos animais controle dos respectivos grupos que passaram por 4(n=6) , 8
(n=3) , 10 (n=6) ou 12 (n=>5) privagées. CONT = controle; PRI = priva¢des; n = namero de
animais.
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Figura 4.6: Analise do tempo de nado (A), escalonamento (B), imobilidade (C) e mergulho
(D) apresentado pelos animais privado dos respectivos grupos que passaram por 4 (n=8) ,

8(n=4) , 10(n=8) ou 12(n=>5) privacoes. CONT = controle; PRI = privac¢oes; n = ntimero de
animais.

Também foi realizada uma comparacao estatistica entre os grupos que passaram por 10 ou
12 privagoes no Splash Test. Os resultados mostraram que os animais controle do grupo que
passou por 10 privagoes apresentou uma menor frequéncia de grooming quando comparado

aos animais controle do grupo de 12 privagoes (Figura 4.6 C). Nao foram observadas outras

diferencgas estatisticas (Figuras 4.7 e 4.8).
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Figura 4.7: Analise do tempo de duragao do grooming (autocuidado, s), laténcia (s) e frequén-
cia (namero de episodios) do mesmo apresentado no splash test pelos animais controle dos
grupos que passaram por 10 ou 12 privagoes. s = segundos; CONT = controle; n = ntmero

de animais; * diferente entre os grupos.
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Figura 4.8: Anélise do tempo de duragao do grooming (autocuidado, s), laténcia (s) e frequén-
cia (ntmero de episddios) do mesmo apresentado no splash test pelos animais privados dos
grupos que passaram por 10 ou 12 privacoes. s = segundos; PRI = privado; n = ntimero de

animais
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Discussao

Os resultados mostraram que animais submetidos ao jejum intermitente, com 10 priva-
coes de alimento, apresentaram uma redugao do tempo de imobilidade e um aumento do
tempo de escalada no teste do nado for¢ado, além de uma redugao na laténcia para inicio do
comportamento de autocuidado no splash test.

No teste do nado for¢ado tradicional é realizada uma pré-exposi¢ao ao nado, o pré-teste, que
tem a funcgao de sensibilizar o animal para o comportamento de imobilidade, para que no dia do
teste, seja observado mais rapidamente o efeito antidepressivo (tratamento agudo) (BORSINI
et al., 1989). Todavia, estudos (CRYAN et al., 2005; OVERSTREET et al., 2004) mostraram
que o tratamento crénico com antidepressivos pode reduzir o tempo de imobilidade numa
Unica sessdo, sem a necessidade do pré-teste. Assim, no presente trabalho, por se tratar de
um tratamento cronico, foi realizado o teste do nado forcado modificado, sendo que os animais
nao passaram por um contato prévio com o nado (pré-teste). Como ja mencionado, o teste do
nado forcado é um teste comportamental comumente utilizado para estudar substancias com
acao antidepressiva. Este teste se baseia no pressuposto de que no inicio os animais tendem a
apresentar mobilidade relacionada a tentativa de escape, no entanto, acabarao apresentando
imobilidade, a qual pode ser considerada um reflexo do desespero comportamental (DETKE
et al., 1997; TAKEDA et al., 2006). Portanto, considerando que houve uma redugao do tempo
de imobilidade, seria possivel inferir que o jejum intermitente (10 privagoes) teria um efeito
antidepressivo. Varios estudos apontam para o fato que o jejum pode afetar o estado de humor,
tanto de forma positiva quanto negativa, dependendo dos protocolos e espécie utilizados (BELL
et al., 2001; FOND et al., 2013; LiU et al., 2012; L1 et al., 2014; ZHANG et al., 2015). O
presente trabalho estaria de acordo com os estudos que sugerem um efeito positivo do jejum
no estado de humor, ou seja, um possivel efeito benéfico do jejum na terapia da depressdo. De
acordo com Li et al. (2014), em camundongos, o jejum agudo (duragao de 9h) apresentou um
efeito semelhante aos antidepressivos, o qual seria decorrente de um aumento da fosforilacao do
CREB (elemento de resposta ao AMPc) no cortex frontal e hipocampo. O CREB, um fator de

transcri¢ao, quando ativado, pode levar a produgao de varias proteinas envolvidas na terapia
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antidepressiva, como por exemplo, o BDNF, sendo que a via CREB-BDNF j4 foi implicada
como mediadora de outras terapias antidepressivas (LIU et al., 2012). Talvez, fosse possivel
que o jejum intermitente pudesse levar a uma acao similar, sendo benéfico no tratamento da
depressao, porém outros estudos deverao ser realizados para se testar esta hipotese.

E fundamental ressaltar que se faz necesséario confirmar se de fato o jejum intermitente teve
um efeito direto no tempo de imobilidade, ou, se o efeito observado nao seria uma consequéncia
de um aumento da atividade locomotora, ou seja, ao invés do jejum intermitente ter uma agao
semelhante aos antidepressivos, ele poderia ter uma acao semelhante aos estimulantes. No
teste do nado for¢ado, além do comportamento passivo (imobilidade), comportamentos ativos
também sao analisados (nado, escalada e mergulho), sendo que o presente trabalho mostrou
que houve um aumento do tempo escalada. Estudo de Vieira et al. (2008) sugere que altera-
¢ao na frequéncia da escalada poderia ser preditivo para uma alteracao da atividade motora,
sendo que altos ou baixos niveis do comportamento de escalada estao positivamente correlaci-
onados com a atividade locomotora no teste de campo aberto. Os resultados mostraram um
aumento no tempo de duragdo, mas nao na frequéncia de escalada, e assim, considerando o
estudo de Vieira et al. (2008), os dados sugerem que o jejum intermitente teria apresentado
provavelmente uma agao antidepressiva. Contudo, para se certificar se o jejum intermitente
teria uma acao antidepressiva ou estimulante é necessario fazer o teste do campo aberto, que
é o0 modelo experimental utilizado para o estudo da atividade locomotora. Apesar de, com o0s
dados obtidos, nao ser possivel afirmar uma acgao antidepressiva do jejum intermitente, os re-
sultados sugerem que ele nao teria uma acao depressogénica, o que pode ser confirmado com os
resultados do splash test. No splash test a viscosidade da solugao (sacarose borrifada no dorso
no animal) faz com que os roedores iniciem o comportamento de autolimpeza (grooming),
sendo que o tempo gasto para este comportamento serve como um indice de autocuidado e
comportamento motivacional, ou seja, um aumento da laténcia (tempo ocioso entre a bor-
rifagdo e o inicio do comportamento de autolimpeza) ou diminuigdo no tempo de grooming
podem indicar falta de motivac¢ao/apatia, considerados como sintomas depressivos (YALCIN
et al., 2005; D’AUDIFFRET et al., 2010). Os resultados deste estudo mostraram que o jejum
intermitente (10 privagdes) levou a uma redugao da laténcia, sem alteragoes na frequéncia
ou duragao no comportamento de autocuidado, portanto, nao teria induzido a um quadro
semelhante & depressao.

Ao considerar os diversos grupos, com 4, 8 10 ou 12 privagoes, apenas o jejum intermitente
com 10 privagoes foi capaz de levar a alteragdes no comportamento do teste do nado forgado e
splash test, o que esta de acordo com estudo de Li et al. (2014), que mostrou que camundon-
gos submetidos ao jejum intermitente apresentaram respostas comportamentais e fisiologicas
diferentes de acordo com a duracao do jejum intermitente, o que poderia explicar porque o
tratamento com 10 privagoes, mas nao com 4, 8 ou 12, mostrou alteragoes significativas nos

testes comportamentais realizados.
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Curiosamente, o jejum intermitente nao foi capaz de reduzir o peso corporal dos animais,
independente do nimero de privagoes (4, 8, 10 ou 12). Dados da literatura (AHMET et al.,
2005; MAGER et al., 2006; L1 et al., 2014) jA mostraram que o jejum intermitente pode
ou nao levar a alteragoes do peso corporal, dependendo da duragdo do tratamento, assim
como da frequéncia com a qual os episodios de jejum sao realizados. Por exemplo, Li et al.
(2014) mostraram que em um jejum intermitente de curta duragao (13 dias com 3 episodios
de jejum) os camundongos tiveram redugao da massa corporal, porém a mesma retornou aos
niveis semelhantes aos do controle no tratamento croénico (42 dias com 9 episodios de jejum).
Comparando os 4 diferentes protocolos de jejum intermitente realizados (com 4, 8, 10 ou 12
privagoes) no presente estudo, apesar do jejum intermitente com 10 privagoes ter levado a
alteragoes comportamentais, nao houve diferenca estatistica entre estes tratamentos, talvez
devido ao alto desvio (padrao da média) e pequeno numero de animais para alguns dos grupos.

Em suma, tem-se que o jejum intermitente nao foi capaz de reduzir o peso corporal,
porém, dependendo da duragao do tratamento (10 privagdes) foi possivel observar alteragoes
na resposta comportamental do teste do nado forcado e splash test, as quais sugerem que o

jejum intermitente nao teria um papel depressogénico.



Capitulo 6

Conclusao

Os resultados sugerem que o jejum intermitente (10 privagoes de alimento) nao desencadeia
um quadro semelhante & depressdo. Ademais, o jejum poderia ter uma agao antidepressiva ou

estimulante, sendo necessarios mais estudos para se definir seu real papel.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estresse decorrente de privagdes ingestivas e o desenvolvimento de um quadro semelhante
a depressao e ansiedade em ratos Wistar", protocolada sob o CEUA n? 3553150620 (0 000437), Sob a responsabilidade de Lisandra
Brandino de Oliveira e equipe; Mayra Aparecida dos Santos Portes; Ana Flavia Gomes da Cruz; Bruna Mirena de Miranda - que
envolve a producao, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP) na
reuniao de 21/08/2020.

We certify that the proposal "Stress due to ingestive deprivation and the development of a depression and anxiety -like condition
in Wistar rats", utilizing 121 Heterogenics rats (121 males), protocol number CEUA 3553150620 (ip 000437), under the responsibility
of Lisandra Brandino de Oliveira and team; Mayra Aparecida dos Santos Portes; Ana Fldvia Gomes da Cruz; Bruna Mirena de
Miranda - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Ouro Preto Federal University (CEUA/UFOP) in the
meeting of 08/21/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica) e Treinamento

Vigéncia da Proposta: de 09/2020 a 12/2021 Area: Ciéncias Bioldgicas

Origem: Centro de Ciéncia Animal

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 50 a 65 dias N: 121
Linhagem: Wistar Peso: 100a150¢

Local do experimento: Todos os experimentos serdo realizados n Centro de Ciéncia Animal, CCA da UFOP.

Ouro Preto, 01 de setembro de 2021

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Ouro Preto

Campus Universitario - Morro do Cruzeiro - ICEB-I, Sala 29 - CEP 35400-000 - Ouro Preto/MG - tel: 55 (31) 3559-1368
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 14h : e-mail: ceua.propp@ufop.edu.br
CEUA N 3553150620
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Campus Universitario - Morro do Cruzeiro — ICEB-II, Sala 29
35400-000 - Ouro Preto - MG - Brasil
Fone (31) 3559 -1368 Fax: (31) 3559-1370
Email: ceua@propp.ufop.br

OFICIO CEUA N°. 088/2017, de 27 de junho de 2017

llustrissimo(a) Senhor(a)
Professor(a) Doutor(a) Lisandra Brandino de Oliveira
DECBI/UFOP

Senhor(a) Pesquisador(a),

Estamos enviando o certificado de aprovacdo do protocolo n°.
2017/17, infitulado “Papel da angiotensina Il no modelo experimental de
depressdo em ratos Wistar.”.
2. Atendendo ao art. 6° IX, da Resolucdo Normativa CONCEA n° 1, de
09.07.2010, solicitamos que encaminhe a CEUA/UFOP o relatério final do projeto,

apods executd-lo, conforme modelo do site da CEUA.

Atenciosamente,
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Prof.? Dr.® Paula Melo de Abreu Vieira
Coordenadora da CEUA/UFOP.
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Campus Universitario - Morro do Cruzeiro — ICEB-II, Sala 29
35400-000 - Ouro Preto - MG - Brasil
Fone (31) 3559 -1368 Fax: (31) 3559-1370
Email: ceua@propp.ufop.br

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo do projeto com uso de animais n°. 2017/17,
infitulado “Papel da angiotensina Il no modelo experimental de depressao
em ratos Wistar.”, que tem como responsavel o/a Prof(a). Dr(a). Lisandra
Brandino de Oliveira, foi APROVADO pela Comissdo de Efica no Uso de
Animais da UFOP — CEUA/UFOP, de acordo com tabela abaixo:

Dados dos Animais Aprovados

Espécie/linhagem N.° de Idade Sexo Procedéncia
Animais
Rattus novergicus/ 242 3 meses macho CCA
Wistar

Restricdo de dieta: ( ) sim (x) ndo

Especificar a dieta:

Este Certificado expira em: 01/07/2021

Ouro Preto, 27 de junho de 2017.
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Prof.? Dr.® Paula Melo de Abreu Vieira
Coordenadora da CEUA/UFOP.
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