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RESumo

O estilo de vida e habitos alimentares da sociedade atual estdo associados ao desenvolvimento de
obesidade, diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares. Existe uma preocupagdo mundial em
combater controlar os processos de desregulacdo metabodlica, e diversas abordagens terapéuticas
estdo sendo utilizadas para esse fim, incluindo utilizacdo de farmacos e dietas ou regimes
alimentares alternativos. Dentro deste tltimo grupo, o jejum intermitente (JI, do inglés Intermittent
Fasting) ¢ um dos mais populares e vem sendo associado a resultados positivos como perda de peso
e diminui¢do da resisténcia a insulina. O objetivo deste trabalho foi investigar o impacto do JI sobre
a funcdo mitocondrial cardiaca e cerebral e sobre o comportamento em um modelo animal de
zebrafish. No estudo, os peixes foram agrupados em trés grupos experimentais: 1) SD: foi
alimentado com uma dieta normal, conforme rotina alimentar do biotério; 1) [F24: JI alternando 24
horas de Jejum com 24 horas de alimentacdo norma; e iii) I[F48: alternando 48 horas de Jejum com
24 horas de alimentacdo normal. O peso corporal dos animais foi mensurado semanalmente, durante
as seis semanas do protocolo experimental. Ao final, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais para avaliacdo de comportamento tipo-ansioso no Teste do Tanque Novo (TTN) e
de preferéncia social no Teste de Preferéncia Social (TPS), e em seguida eutanasiados para
realizagdo de medidas morfométricas e dissec¢do de orgdos para realizacdo da respirometria de alta
resolugdo nos tecidos cardiaco e enceflico. Ao final do protocolo experimental, os peixes do grupo
IF24 e IF48 apresentaram diminuicao significativa do peso corporal e do indice de massa corporal
(BMI, body mass index) quando comparados aos peixes do grupo SD. O protocolo [F48 induziu
uma diminui¢do do comprimento abdominal e de diversos parametros respiratorios (ETS I, ETS I +
II, OXPHOS, respiracdo ATP-linked e capacidade de reserva), enquanto o protocolo IF24 nao
modificou o consumo de oxigénio de mitocondrias cardiacas. Nao foram observadas alteragdes no
consumo de oxigénio de mitocondrias cerebrais de peixes submetidos a ambos os protocolos de JI.
Nos testes comportamentais, ndo encontramos diferenca significativa em parametros de avaliagdo
de comportamento tipo-ansioso e na preferéncia social dos animais IF48, mas observamos um leve
efeito de diminui¢do no comportamento tipo-ansioso nos animais do grupo IF24, simbolizado por
um maior tempo de exploragdo na parte superior do ambiente no TTN. Em conjunto, nossos
achados mostram que o protocolo [F24 (alternando 24 horas de jejum e 24 horas de alimentagdo) foi
capaz de diminuir pardmetros morfométricos sem impactar a fun¢do mitocondrial cardiaca e
cerebral, enquanto o protocolo mais prolongado de jejum intermitente (IF48) induziu mortalidade e

impactou a fun¢ao mitocondrial cardiaca.



Palavras-chave: Jejum Intermitente, perda de peso, bioenergética mitocondrial, comportamento,

zebrafish.



ABSTRACT

The lifestyle and dietary habits of modern society are associated with the development of
obesity, type-2 diabetes and cardiovascular diseases. There is a global concern to control metabolic
dysregulation processes, and a plethora of therapeutic approaches are being used for this purpose,
including the use of drugs and alternative diets or eating regimens. Within this latter group,
intermittent fasting (IF) is one of the most popular approaches and has been associated with positive
outcomes such as weight loss and decreased insulin resistance. The aim of this study was to
investigate the impact of IF on cardiac and brain mitochondrial function and behavior in a zebrafish
animal model. In the study, the fish were divided into three experimental groups: i) SD: fed a
normal balanced diet; i1) [F24: intermittent fasting with 24 hours of fasting alternated with 24 hours
normal feeding (same as the the SD group); and 1i1) IF48: intermittent fasting with 48 hours of
fasting alternated with 24 hours of normal feeding. The body weight of the animals was measured
weekly during the six weeks of the experimental protocol. At the end, the animals were subjected to
behavioral tests to evaluate anxiety-like behavior in the Novel Tank Test (NTT) and social
preference in the Social Preference Test (SPT), following euthanasia for morphometric
measurements and organ dissection to perform high-resolution respirometry in cardiac and brain
tissues. At the end of the six weeks of experimental protocol, fish in the IF24 and 1F48 groups
showed a significant decrease in body weight and body mass index (BMI) when compared to the
fish in the SD group. The IF48 protocol induced a decrease in abdominal length and several
respiratory parameters (ETS I, ETS I + II, OXPHOS, ATP-linked respiration and reserve capacity),
while the IF24 protocol did not modify the oxygen consumption of cardiac mitochondria. No
changes were observed in the oxygen consumption of brain mitochondria of fish subjected to both
IF protocols. In the behavioral tests, we did not find a significant difference in the evaluation
parameters of anxious-like behavior and in the social preference of the IF48 animals, but we
observed a slight effect of decrease in the anxious-like behavior in the animals of the IF24 group,
symbolized by a longer exploration time at the top of the environment in the TTN. Taken together,
our findings show that the IF24 protocol (alternating 24 hours of fasting and 24 hours of eating) was
able to decrease morphometric parameters without impacting cardiac and brain mitochondrial
function, while the longer intermittent fasting protocol (IF48) induced mortality. and impacted

cardiac mitochondrial function.

Keywords: Intermittent Fasting, obesity, weight loss, mitochondrial function, behaviour, zebrafish.
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1 INTRODUGAO

1.1 JEJUM INTERMITENTE: CONCEITO E PRINCIPAIS BENEFICIOS

Atualmente diversas abordagens para o tratamento da obesidade sdo exploradas por
profissionais da satide e pesquisadores. Estas abordagens incluem farmacos inibidores de
apetite como a sibutramina, intervengdes cirtrgicas como a cirurgia bariatrica, exercicios
fisicos e estratégias de restri¢do calérica (RC) (DA SILVA; DOS SANTOS BATISTA, 2021).
A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define sobrepeso e obesidade como o actimulo
anormal ou excessivo de gordura no tecido adiposo branco que apresenta perigo para a satde.
A obesidade constitui fator de risco para diversas doengas, como doengas cardiovasculares,
diabetes tipo 2, cancer e doengas neurodegenerativas (HARGRAVE et al., 2016; SAUDE,
2021).

As estratégias de RC sdo frequentemente a primeira estratégia procurada para o
tratamento da obesidade, antes mesmo de o individuo buscar auxilio profissional. Esse tipo
de estratégia, apesar de ser realmente eficaz, pode levar a um sofrimento muito grande em
funcdo da mudanga de hdabitos ou requerer monitoramento minucioso da alimentagdo
ingerida, o que leva a diminui¢do da adesdo e desisténcia por parte de muitos individuos
(CERQUEIRA; KOWALTOWSKI, 2013; MALINOWSKI et al., 2019; VARADY et al.,
2021).

Desde o inicio da década de 2000, o Jejum Intermitente (JI) tem chamado ateng¢do tanto
da comunidade cientifica quanto da populacdo em geral, como alternativa a estratégias
tradicionais de RC. A denomina¢do Jejum Intermitente ¢ recente, mas a pratica remonta
milhares de anos atras, sendo uma pratica corriqueira entre diversos grupos religiosos, com
destaque para a religido islamica, cujos adeptos realizam a pratica do jejum do nascer ao por
do sol durante o periodo do Ramada (LONGO; MATTSON, 2014). O JI consiste basicamente
em alternar periodos de restricao calorica total e periodos de alimentacdo ad libitum, ou seja,
sem nenhum tipo de restricdo alimentar ou calodrica. Desta forma, a restricdo caldrica ¢
direcionada para um periodo especifico € ndo para o conteido da alimentagdo em si. Os
periodos de jejum e de alimentagdo variam conforme o protocolo utilizado. Um resumo dos
protocolos mais utilizados e mais utilizados em pesquisa cientifica estd mostrado na figura 1.

Esses protocolos sdo: Jejum em dias alternados (alternate-day fasting, ADF, também

1



conhecido como every other day fasting, EODF), que consiste em intercalar 24 horas de
jejum (ou restricdo caldrica severa, consumindo no maximo 500 kcal) e 24 horas de
alimentagdo irrestrita, Dieta 5:2, que consiste em realizar jejum de 24 horas em dois dias ndo
consecutivos de uma semana, mantendo a alimentacdo normal e sem restrigoes durante os
outrosdias, e Alimentacdo tempo-restrita (time-restricted feeding, TRF) que consistem em
intercalar, dentro de um mesmo dia, 16 a 20 horas de Jejum e 8 a 4 horas de alimentacao
normal (TINSLEY; LA BOUNTY, 2015; ANTON et al., 2018; DE CABO; MATTSON,
2019; VARADY et al., 2022).

Alternate Day Fasting (ADF)

D S T Q Q S S

Dieta 5:2

D s T Q Q S S

Jejum oslon| |eneox |ew

Time-restricted feeding (TRF)

Intermitente

Figura 1: Principais protocolos de JI estudados na literatura. O JI ADF consistem em intercalar
dias alternados de alimentagdo normal e irrestrita com dias e restri¢ao calorica total. A Dieta 5:2
consiste em intercalar, dentro de uma semana, dois dias ndo consecutives de restri¢ao caldrica total.
O JI TRF consiste em ter uma Janela diaria de alimentag@o, seguido por um periodo de restri¢do
calorica total.

Os efeitos do JI no peso € na composi¢ao corporal sdo extensamente documentados na
literatura tanto em humanos (NOWOSAD; SUJKA, 2021; SUTTON et al., 2018) quanto em
modelos animais (CHAUSSE et al., 2015; VARADY et al., 2022), e sao os efeitos mais
procurados pelas pessoas que buscam a intervengao. O JI, particularmente os protocolos ADF

e 5:2, esta associado com perda de peso maior que 5%, diminui¢do do indice de massa



corporal (body mass index, BMI) e efeitos positivos em diversos parametros metabolicos
basicos, como diminui¢do da glicose em jejum, da gordura visceral, triacilglicerois, e
lipoproteinas de baixa densidade (low density lipoprotein, LDL) (CHAUSSE et al., 2014;
TINSLEY; LA BOUNTY, 2015).

1.2 JEJUM INTERMITENTE EM MODELOS ANIMAIS

A utilizagdo de modelos animais ¢ muito comum em investigagdes pré-clinicas, a fim de
se obter informacdes que podem ser relacionadas e extrapoladas para os seres humanos. Para
realizar a escolha adequada do modelo animal, ¢ importante considerar uma série de fatores
como: facilidade para obten¢do e manutencdo em biotério, caracteristicas genéticas bem
definidas e semelhanga fisiologica ou funcional entre a estrutura de interesse no animal e no
ser humano (EMINI VESELI et al., 2017). Na literatura atual, os modelos animais mais
utilizados para JI e Jejum de uma forma geral sdo camundongos, em virtude de sua
reproducao rapida, facil manipulagdo genética, grande variedade de técnicas padronizadas e
extenso escopo literario disponivel, mas também sao utilizados ratos (ELESAWY et al.,
2021), coelhos (HARDIANY et al., 2022) e peixes (ARSLAN-ERGUL et al., 2016).

A aplicacdo de protocolos de JI em modelos animais permitiu a verificacdo de diversos
outros efeitos da intervencao para além do peso e da composicao corporal. Um desses efeitos
¢ o aumento da expectativa de vida, que foi relacionado a protocolos de JI em diversos
modelos desde a década de 2010, como Drosophila melanogaster (CATTERSON et al.,
2018), nematddeos (UNO et al., 2013) e murinos (LONGO; MATTSON, 2014; HWANGBO
et al., 2020). O JI também estd relacionado ao aumento de marcadores de neurogénese,
diminui¢do do estresse oxidativo ¢ de marcadores de inflamagdo sistémica (FANN et al.,
2014; ELESAWY et al., 2021; WANG et al., 2017).

De forma geral, os beneficios relacionados ao JI estao relacionados sobretudo a dois
eixos: Diminui¢ao do estresse oxidativo, através da menor oferta de energia nos periodos de
jejum, o que diminui a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que ocorrem durante
o metabolismo e do switch metabolico para o estado cetogénico, que promove a utilizagao de
acidos graxos do tecido adiposo e promove a producdo e utilizacdo de corpos cetdnicos, que
sdo utilizados tanto como fonte de energia como quanto sinalizadores, que estimulam

mecanismos de autofagia, de neurogénese e protecao contra estresse oxidativo (DONG et al.,



2020; GUDDEN; ARIAS VASQUEZ; BLOEMENDAAL, 2021; MCCARTHY et al., 2021).
A figura 2, adaptada de Longo ¢ Mattson (2014) mostra um resumo de algumas alteracdes

sistémicas associadas ao JI estudadas com o auxilio de modelos animais, sobretudo murinos.
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1.3 ZEBRAFISH COMO MODELO ANIMAL DE JEJUM INTERMITENTE

O Zebrafish (Danio rerio) ¢ um peixe de dgua doce originario do Sudeste Asiatico, de
pequeno porte, podendo crescer até 5 cm e viver até 5 anos em cativeiro. Sua popularidade
como peixe ornamental e seu uso como modelo animal em pesquisa, sobretudo a partir da
década de 90 tornaram a espécie popular no mundo todo (STAINIER; FISHMAN, 1994;
CHICO; INGHAM; CROSSMAN, 2008). E um modelo animal que apresenta diversas
vantagens que o tornam uma excelente alternativa a modelos mais “tradicionais”, como os
camundongos. Algumas dessas vantagens sdo o baixo custo de obtencdo de espécimes
adultos, baixo custo de manuten¢do do biotério (em comparagdo ao custo de manutencao de
murinos), reprodu¢do rapida e de alto rendimento (um casal pode produzir até 200 ovos em
uma Unica reproducdo), facilidade de manipulacdo genética e alta homologia com o ser
humano (CHICO; INGHAM; CROSSMAN, 2008; GIARDOGLOU; BEIS, 2019).

Nos ultimos anos, o zebrafish tem se destacado como um modelo para o estudo da
obesidade e outras desordens metabdlicas, pois este modelo mantém caracteristicas
metabdlicas conservadas como o metabolismo de lipideos e agucares, fatores regulatorios,
fisiologia do trato gastrointestinal e composi¢ao da microbiota (FAILLACI ef al., 2018; OKA
et al., 2010). Em conjunto com as caracteristicas citadas anteriormente, o zebrafish constitui
um excelente modelo para andlises de alto rendimento e para a busca de potenciais alvos
moleculares para o tratamento de obesidade (LI ef al., 2023). Em um estudo anterior, nosso
grupo de pesquisa foi capaz de estabelecer com sucesso um modelo de obesidade induzida
por dieta hiperlipidica em zebrafish, gerando a possibilidade de estudos mais aprofundados
sobre a obesidade em nosso laboratério (PICOLO et al., 2021). Ademais, o zebrafish também
tem se mostrado um modelo promissor para o estudo de intervengdes contra a obesidade,
sobretudo abordagens nao-farmacoldgicas (SEEBACHER; JAMES, 2019) e intervengdes
com produtos naturais (MONTALBANO et al., 2021; ZANG et al., 2021).

Apesar de os modelos animais murinos serem a escolha mais comum para o estudo de
protocolos de JI e outras formas de RC existem poucos estudos na literatura sobre este tipo de
intervengdo em zebrafish. Lawrence et al. (2012) realizou a padronizacdo de um protocolo
com o objetivo de estudd-lo como protocolo de alimentagdo em aquacultura, observando
diminui¢do de peso € do nimero de ovos viaveis em um grupo EODF em comparagdo a

animais alimentados diariamente uma, trés ou cinco vezes. Recentemente, uma série de



trabalhos de um mesmo grupo de pesquisa investigou efeitos mais especificos do JI. Arslan-
Egul et al. (2016) encontrou uma diminui¢ao significativa de peso apds um protocolo de JI
tanto em animais novos (8 meses) quanto velhos (26 meses) sem diferengas significativas na
proliferacdo celular no telencéfalo, mas com uma diminui¢do no comprimento dos telomeros
dos animais submetidos a JI ADF. Celebi-Birand et al. (2020) observou uma diminui¢do da
glicose corporal apos seis semanas de JI ADF, além de um aumento na expressdo do fator de
transcrigdo FOXO3m, um marcador de neurogénese. Recentemente, Erbaba et al., (2023) foi
capaz de encontrar uma diminui¢do da expressdo do fator de transcrigdo SOX2, um marcador
de crescimento celular relacionado ao desenvolvimento de cancer em células-tronco
(MAURO-LIZCANO; SOTGIA; LISANTI, 2022), ap6s 12 semanas utilizando o mesmo
protocolo experimental. Todos os resultados apontam para a reproducdo dos efeitos de
emagrecimento observado em outros modelos, com possiveis efeitos no tempo de vida e na
resisténcia contra o envelhecimento nesses animais, encorajando estudos mais detalhados em
outros aspectos metabdlicos desses animais em resposta ao JI, de forma a entender melhor os

mecanismos subjacentes a essa intervengao.

1.4 EFEITOS DO JEJUM INTERMITENTE NO METABOLISMO E NA
BIOENERGETICA MITOCONDRIAL DO CORACAO

A bioenergética ¢ uma area de estudo que se concentra na producdo e conversdo de
energia nos seres vivos, sendo campo de estudo tanto da bioquimica quando da Engenharia
Biomédica (Figura 3). E um campo de estudos multidisciplinar de grande interesse para a
bioengenharia e biotecnologia, uma vez que a compreensao dos modelos mecanisticos
bioenergéticos ¢ fundamental para extrapolar o conhecimento sobre o metabolismo dos seres
vivos nessas areas (WEBSTER, 1989).

As mitocondrias sdo as organelas responsaveis pelos principais processos bioenergéticos
dos organismos eucariotos, onde ocorre a oxidagdo de substratos provenientes da via
glicolitica, e em ultima analise de nossa alimentacdo, para a geracao de energia na forma de
adenosina trifosfato (ATP) através da fosforilagao oxidativa (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014;
BROWN et al., 2017). Além deste papel fundamental, as mitocondrias também estdo
envolvidas em uma miriade de processos metabdlicos como a biossintese de aminoéacidos, -

oxidagdo de acidos graxos, cetogénese no tecido hepatico, termogénese no tecido adiposo



marrom, homeostase de calcio (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014; KENNEDY; LEHNINGER,
1949; NGUYEN et al., 2019).
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Figura 3: Fluxograma da multidisciplinaridade da Engenharia Biomédica. A bioenergética ¢é
classicamente tida como uma importante area de estudo dentro da bioengenharia e engenharia
biomédica. Traduzida de Wiley Encyclopedia of Biomedical Engineering (2006) com licenca de
reproducao n® 5566550829917.

No citoplasma celular, as enzimas envolvidas na via glicolitica realizam a oxidagao de
moléculas de glicose a piruvato, que entra na matriz mitocondrial, e ao ser associada ao Acil-
Coa, derivado de acidos graxos, gera os transportadores de elétrons Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NADH) e Flavina Adenina Dinucleotideo (FADH>) através do Ciclo do Acido
Tricarboxilico (ou ciclo de Krebs), doando elétrons para a cadeia ou sistema de transporte de
elétrons (CTE) localizada na membrana interna da mitocondria, cujo esquema estd
representado na figura 4 (KENNEDY; LEHNINGER, 1949; LOGAN, 2006; STOCK;
LESLIE; WALKER, 1999). Os transportadores de elétrons, ou coenzimas reduzidas, sdo
oxidados nos complexos proteicos I, II, III e IV do ETS, e os elétrons doados sdo
transportados entre os complexos e a ubiquinona, até alcangarem o aceptor final, uma
molécula de oxigénio (O2), sendo reduzida a dgua. Os complexos I, III e IV geram um

gradiente de protons pelo bombeamento de protons da matriz para o espago inter-membrana



(EIM) e os prétons retornam para a matriz por meio da ATP sintase (ou complexo V), que
conduz a conversdao de adenosina difostato (ADP) + fosfato inorganico (Pi) em ATP, no
processo conhecido como fosforilagdo oxidativa. Essas reagdes fazem com que o
funcionamento do ETS esteja acoplado a oxidacdo do substrato ¢ a fosforilagio do ADP
(JASTROCH et al., 2010; MITCHELL, 1975; NAKAE, 1976; STOCK; LESLIE; WALKER,
1999). Como aceptor final dos elétrons utilizados na formag¢do do gradiente eletroquimico, o
O2 possui um papel central na bioenergética mitocondrial. O consumo de O, ¢ alterado em
resposta a diversos estimulos, como mudang¢as na alimentagdo, doencas e farmacos, e pode
ser utilizado como pardmetro de avalia¢ido da funco e da dindmica mitocondrial (HUTTER

et al., 2000).

Citoplasma
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Figura 4: Complexos mitocondriais da cadeia transportadora de elétrons. Os elétrons (e-) do
NADH e FADH; sdo recebidos pelos complexos I e II e transferidos ao complexo III através da
Coenzima Q (Ubiquinona). O Citocromo C realiza a transferéncia do e- do complex III para o IV.
Este processo ¢ acompanhado pela transferéncia de protons (H+) nos complexos I, III e IV para o
EIM, que por sua vez, retornam para a matriz mitocondrial através da ATP-sintase (ou complex V).
A movimentagdo deste gradiente de protons através da ATP-sintase é a origem da forca motriz
utilizada para a produgdo de ATP a partir de ADP e Pi. Traduzida dos recursos do BioRender com
licenga de reproducdo n® XJ25HG4M9R



A funcdo mitocondrial no tecido cardiaco ¢ de extrema importancia devido a grande
demanda energética para os movimentos de contragdo e relaxamento, chegando a
corresponder a um ter¢o do contetido celular de cardiomidcitos humanos e de alguns animais
(MURPHY et al., 2016; NGUYEN et al., 2019; PIERCE; DHALLA, 1985). A maior parte da
demanda energética do coracdo ¢ suprida pela B-oxidacdo de 4cidos graxos, no entanto o
coracdo ¢ capaz de alternar entre diversos substratos energéticos conforme a disponibilidade
(CHEN; SONG; HU, 2019; LOPASCHUK et al., 2010). Por conta desta de sua demanda
energética, o coragdo ¢ sensivel a mudangas sistémicas na disponibilidade de energia, que por
sua vez impactam a forma como as mitocondrias utilizam a energia disponivel para a geracao
de ATP.

Segundo a literatura, os protocolos de JI podem afetar o metabolismo mitocondrial
cardiaco de varias formas. Uma delas seria a cardioprote¢do através de efeitos mais gerais
como a diminui¢do da obesidade, da inflamacdo e de outros fatores de riscos relacionados
(DOTE-MONTERO; SANCHEZ-DELGADO; RAVUSSIN, 2022). Outra forma seria através
de modificacdes na matriz energética mitocondrial, sobretudo através do o aumento da
concentracdo de corpos cetonicos como o [-hidroxibutirato, que além de provocarem
mudangas no perfil energético sdo capazes de agir como moléculas sinalizadoras, regulando
vias de autofagia e diminuindo o estresse oxidativo através da ativagdo de proteinas como
Sirtuinas e fatores de transcricdo da familia FOXO, como o0 FOX0O3a e o FOXO3m (ANTON
et al., 2018; PETRICK et al., 2020; SHIMAZU et al., 2013). No entanto, existem poucas
evidéncias de modulacdo direta nos parametros bioenergéticos mitocondriais em abordagens
experimentais envolvendo JI. Chausse et al. (2015) encontraram uma modulagio em
parametros de respiragdo de forma tecido-dependente em camundongos, com uma leve
diminuicao de dano oxidativo no corac¢ao e aumento do dano oxidativo no encéfalo.

Em nosso trabalho buscamos estabelecer um protocolo de JI em zebrafish, para realizar
o estudo de possiveis alteragdes desta interveng¢ao na bioenergética mitocondrial cardiaca e
encefélica, além de verificar possiveis efeitos no comportamento desses animais. Nossa
hipotese ¢ que o zebrafish seria um bom modelo para o estudo de protocolos de JI, como
indica a literatura. Além disso, avaliamos como a oferta energética diferenciada
proporcionada pelos protocolos de JI pode causar alteragdes na bioenergética mitocondrial e
no comportamento desses animais entendendo, portanto, se tais protocolos sdo seguros e

aplicaveis em estudos posteriores.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um protocolo de JI em zebrafish que possibilite investigar os impactos
deste protocolo na bioenergética de mitocondrias cardiacas e encefalicas, bem como no

comportamento dos animais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer um protocolo vidvel de JI em zebrafish para estudos fisiologicos e
comportamentais;

e Investigar os efeitos do protocolo estabelecido sobre o peso e outras medidas
morfométricas em zebrafish;

e Investigar, através de respirometria de alta resolucdo, os efeitos do JI no metabolismo
mitocondrial do tecido cardiaco inteiro permeabilizado e no homogenato do encéfalo
de zebrafish;

e Avaliar o efeito do JI em diferentes paradigmas comportamentais em zebrafish, tais

como comportamento tipo ansioso e tipo social.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Quarenta e nove Zebrafish (Danio rerio) adultos da linhagem short-fin (11-14 meses
de idade) foram adquiridos de um fornecedor local (Aquarios Maeda, DF, Brasil) e mantidos
em ambiente controlado nas dependéncias do Departamento de Genética e Morfologia da
Universidade de Brasilia, em aquarios de vidro de 5 litros (4 — 7 por aquario, 2 peixes/litro,
aquario medindo 30 cm de largura, 20 de profundidade e 25 de altura) com agua obtida do
sistema ZebTEC (TECNIPLAST, Italia) reconstituida de acordo com o protocolo nimero 203
da Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE, 2019), com
aeracao constante, temperatura de 25+2 °C e em ciclo dia/noite de 14 h/10 h (luzes acesas as
8 h). Os peixes foram alimentados com a dieta comercial Tetra Colorbits (Tetra, Alemanha)
contendo 47,5% de proteinas, 6,5% de gorduras (4,9 cal/mg) e suplementada com nauplios de
Artémia (Artemia salina) 1 a 2 vezes por semana, de acordo com o grupo experimental. As
Artémias sdo utilizadas como alimentagdo viva e complemento para a alimentagao comercial
(LAWRENCE, 2011). A eutanasia dos animais para a realizagdo dos experimentos de
bioenergética mitocondrial foi realizada através de resfriamento rapido em agua (0 — 4 °C) e
decapitagdo. Para tal, os animais foram removidos de seus aquarios originais e rapidamente
colocados em 4gua gelada durante 10 minutos, até a parada total do movimento opercular.

Apds um periodo de adaptagdo de trés dias, os animais foram divididos em trés
grupos experimentais:

1. Dieta padrao (SD, standard diet, n = 18): animais alimentados duas vezes ao
dia com a dieta comercial (total diario 7,5 mg/animal) e com Artémia duas
vezes por semana, conforme rotina para manejo destes animais (PANNEVIS;
EARLE, 1994; PICOLO et al., 2021);

2. Jejum Intermitente 24 h/24h (IF24, n = 15): animais alimentados em regime de
JI ADF, alternando 24 horas com alimenta¢do normal (2 alimentagdes diarias,
total 7,5 mg/animal) e 24 horas de restri¢ao caldrica total, recebendo Artémias

uma vez por semana, em uma das janelas de alimenta¢do normal;
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3. Jejum Intermitente 24h/48h (IF48, n = 16): animais alimentados em regime de
JI ADF modificado, alternando 24 horas de alimentagdo normal (2
alimentacdes didrias, total 7,5 mg/animal) e 48 horas de restricdo calorica
total, recebendo Artémias uma vez por semana, em uma das janelas de
alimenta¢do normal.

Todos os regimes alimentares foram mantidos por seis semanas, apds as quais 0S
animais foram submetidos aos experimentos comportamentais e de bioenergética
mitocondrial. Todos os individuos realizaram as tarefas comportamentais. Apos a eutanasia,
os animais passaram pela coleta de tecidos para experimentos de bioenergética mitocondrial
(9-10 por grupo). O desenho experimental estd esquematizado na figura 1. Todos os
protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do IB/UnB (n° 23106.043449/2020-31) e seguiram os padroes
estabelecidos no “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” do National Institutes

of Health (NTH, ANIMALS, 2011).
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Figura 5: Esquema representativo do protocolo experimental. Quarenta e nove zebrafish adultos
foram divididos em trés grupos e submetidos a trés regimes alimentares diferentes, de alimentagio
normal, conforme rotina do biotério (SD), JI alternando 24 horas de jejum com 24 horas de
alimentag@o normal (IF24) ou alternando 48 horas de jejum com 24 horas de alimentagdo normal.
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3.2 ANALISES MORFOMETRICAS

Para estimar os efeitos da alimentacdo no peso médio de cada grupo, os peixes foram
pesados individualmente em balanca de precisdo. Para a realizacdo da pesagem, os animais
foram retirados individualmente e gentilmente secados com auxilio de papel-toalha. Em
seguida, eles foram colocados dentro do béquer com agua do sistema ZebTEC devidamente
tarado, conforme a figura 1, e o peso foi registrado apos a estabilizagdo da balanga. A
pesagem foi realizada no primeiro e no Ultimo dia do tratamento, logo apds a eutandsia, além
de duas vezes por semana ao longo de todo o periodo de manutengdo das dietas.

Apo6s a eutandsia, os animais foram fotografados lateralmente utilizando-se de uma
camera digital (108 MP, Galaxy S20 Ultra, Samsung Company, Seul, Coreia) e um padrao de
referéncia com gradacgdes de 1 em 1 cm. As imagens obtidas foram posteriormente utilizadas
para a medi¢do do comprimento padrao e do comprimento abdominal utilizando o software
Image] 1.45 (SCHNEIDER; RASBAND,; ELICEIRI, 2012). O comprimento padrdo ¢
definido como a linha reta da ponta da cabega até o ponto mais distal da cauda, ¢ o
comprimento abdominal ¢ a linha reta que sai do ponto mais baixo da regido ventral até o
topo da regido central (PICOLO et al., 2021). O indice de massa corporal foi calculado pela
equacao

BM] = Peso (g)

(M

(Comprimento padrio (cm))2
onde peso e comprimento padrdo sdo aqueles aferidos logo apds a eutanasia (OKA et al.,
2010Db).

3.3 COLETADE TECIDOS

ApOs a eutanasia e as analises morfométricas os animais foram dissecados para remogao
do encéfalo e do coracdo para a respirometria de alta resolucao (RAR, n =9 por grupo).

A disseccdo do coragdo foi baseada na metodologia descrita por Gupta e Mullins (2010).
Brevemente, o animal foi posicionado na posi¢do dorsal e ¢ feita uma incisdo da nadadeira
anal até a nadadeira peitoral. Em seguida, o animal foi posicionado na posi¢do lateral e outra
incisdo ¢ feita, da nadadeira anal para cima até a metade do corpo, e entao para o lado até o

opérculo. Apos esses dois cortes, a pele pdde ser retirada para revelar os 6rgdos internos. O
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coragdo foi removido cuidadosamente da cavidade corporal apds a remo¢do da membrana
que envolve o tecido.

A disseccao do encéfalo foi feita imediatamente apos a remocgao do coragdo. Primeiro, o
animal foi posicionado dorsalmente. Apos isso, a calota craniana foi retirada ap6s dois cortes
na altura dos olhos. Apos a remocdo, o encéfalo foi exposto retirando-se o0 maximo de tecidos
e ossos dos lados, até sua exposicdo completa, por ultimo os nervos oOpticos foram
desconectados com o auxilio de tesouras € o encéfalo foi lavado rapidamente em tampao

(GUPTA; MULLINS, 2010).

3.4 RESPIROMETRIA DE ALTA RESOLUGAO

A RAR ¢ uma técnica através da qual ¢ possivel medir indiretamente o consumo de
oxigénio promovido pelo metabolismo mitocondrial em uma amostra bioldgica, usualmente
células, tecidos homogeneizados ou mitocondrias isoladas (HUTTER et al., 2006). Esta
quantifica¢do ¢ realizada através do oximetro, um aparelho que contém basicamente duas
camaras isoladas, dentro das quais as amostras sdo posicionadas, equipadas com eletrodos
altamente sensiveis, capazes de detectar a mudanga de concentragdo de O2 no meio interno.
Devido a natureza isolada do interior das camaras, a mudanga na concentracao de O2 se deve
principalmente ao consumo por parte da amostra, para a sustentagdo do metabolismo
mitocondrial. Apds o posicionamento das amostras, uma série de substratos, inibidores e
desacopladores do metabolismo mitocondrial s3o adicionados a amostra, no chamado
protocolo SUIT (substrates, uncouplers and inhibithors ;GNAIGER, 2020). Este protocolo
tem como objetivo estimular diferentes pontos da cadeia transportadora de elétrons, gerando
informagdes sobre o funcionamento da bioenergética mitocondrial, que por sua vez ¢
extremamente sensivel a intervengdes externas como doengas, consumo de drogas e consumo
de energia na dieta (GNAIGER, 2020).

O consumo de O2 foi avaliado através da RAR com o auxilio de um oximetro
Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) a 28 °C. As amostras foram
posicionadas no oximetro e em seguida o protocolo SUIT foi aplicado para avaliar os
diferentes estados mitocondriais do sistema de transporte de elétrons (electron transport
system, (ETS; GNAIGER, 2020). A ETS relacionada ao complexo 1 foi avaliada utilizando

Piruvato e Malato (PM). Em seguida, foi adicionado Succinato para avaliagdo da ETS
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relacionada aos complexos 1 e 2. O estado fosforilante (OXPHOS) foi avaliado ap6s a adig@o
de ADP. O vazamento de prétons foi avaliado através da adi¢ao de Oligomicina (OMY), um
inibidor da ATP-sintase. A capacidade respiratoria méaxima foi avaliada em seguida utilizando
um protocolo de titulagdo com cianeto de carbonila 3-clorofenil-hidrazona (CCCP), um
desacoplador da cadeia transportadora de elétrons. A respiracdo ligada a producdo de ATP
(ATP-linked respiration) ¢ um parametro calculado através da equagao

ATP — linked = Fluxo de 0, (OXPHOS) — Fluxo de 0, (vazamento de prétons)

(2.1)

e a capacidade respiratoria de reserva (Spare capacity) através da equagao

Spare capacity = Capacidade maxima — Fluxo de 0, (OXPHOS)  (2.2).

3.4.1 Respirometria de coragao inteiro permeabilizado

O coracao foi dissecado, limpo brevemente em Meio de Reagao (MR: sacarose 125 mM,
KCl1 65 mM, K;HPO4 2 mM, MgCl> 1 mM, Hepes 10 mM, EGTA 0,2 mM) e depois imerso
em 2 ml de solugdo contendo Saponina (50 pg/ml) em MR. Em seguida, a solucdo foi agitada
gentilmente com o auxilio de um shaker orbital durante 10 minutos para a permeabilizagdo do
orgdo. Ap6s 10 minutos, o coragdo foi transferido para 2 ml de MR e agitado por mais 10
minutos para lavagem da saponina. Finalmente, o coracdo inteiro permeabilizado foi
colocado no oximetro contendo 2 ml de MR para a avaliacdo da capacidade respiratoria. O
protocolo de permeabilizacdo foi adaptado a partir de outros protocolos de oximetria para
corac¢do de peixe disponiveis na literatura (KIRBY et al., 2019; MANDIC et al., 2022).

Para avaliar o ETS ligado a diferentes complexos da cadeia transportadora, foram
adicionados PM (5 e 2,5 mM), para avaliacdo da ETS relacionada ao complexo I, ¢ S (15
mM) para avaliacao da ETS relacionada ao complexo II. O estado fosforilante (OXPHOS) foi
avaliado apds adi¢cdo de adenosina difosfato ADP (500 uM) e o vazamento de prétons foi
avaliado através da adicdo de OMY (0,1 pg/mL). A capacidade respiratoria maxima foi

avaliada através da titulagdo com CCCP (concentracao final 1-5 pM).

3.4.2 Respirometria de homogenato de encéfalo

Ap6s a disseccdo, o cérebro inteiro foi homogeneizado em 200 uLL de MR utilizando um
homogeneizador tipo Potter de 5 ml feito de vidro-teflon. 100 pl desta preparacdo foram
utilizados para a respirometria e posicionados no oximetro junto com 2 ml do MR e 0,1 % de

albumina sérica bovina livre de acidos graxos (Bovine sérum albumin fat-free, BSA fat-free).
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Em seguida, um conjunto de substratos e inibidores foi adicionado em sequéncia para
avaliacdo dos diferentes estados do metabolismo mitocondrial.

O ETS foi avaliado apos adicado de PM (15 mM e 7,5 mM) + S (8 mM). O estado
fosforilante foi avaliado apds adi¢do de ADP (500 uM) e o vazamento de protons apos adigdo
de OMY (0,1 pg/mL). A capacidade maxima da cadeia respiratoria foi avaliada apds titulagdo

de CCCP (concentracado final 1-3 uM).

3.5 EXPERIMENTOS COMPORTAMENTAIS

Os experimentos comportamentais foram realizados em sequéncia, com o auxilio do
aparato experimental mostrado na figura 2a. O aparato experimental consistiu em dois
aquarios de teste novos, com estrutura e dimensdes semelhantes aos aquarios utilizados para
as dietas, trés béqueres de 1 L contendo dgua do sistema ZebTEC, quatro animais do biotério
para o grupo de conspecificos, um conjunto de seis barreiras brancas removiveis posicionadas
nas laterais e na parte de tras do aquario, conforme a figura 2a, que reposicionaveis de acordo
com o teste que estd sendo realizado, além de dois espelhos posicionados atrds das barreiras,
utilizados para a realizacdo do teste de agressividade.

Os animais passaram por um periodo de aclimatacdo de uma hora na sala de testes antes
da realizagdo dos experimentos. Todos os animais foram alimentados antes da realizacdo dos
experimentos, para diminuir a influéncia causada pelo jejum de forma aguda. Os aquarios
experimentais foram filmados lateralmente e de cima para baixo com o auxilio de webcams
posicionadas a aproximadamente 1 metro de distancia, para analise posterior utilizando o
software de andlise de video ANY-maze (Stoelting Co., Illinois, Estados Unidos). Este
software realiza o rastreamento de animais em videos de tempo real ou offline em arquivos de
video gravados, permitindo analisar parametros de locomocao, como o calculo de distancia
percorrida e velocidade média, bem como de exploracao, permitindo dividir o ambiente de
teste em zonas virtuais e analisar como o animal se movimenta em relacdo a estas zonas.
Todos os experimentos comportamentais foram realizados entre as 9 da manha e 3 da tarde.
Apds o posicionamento para aclimatagdo e durante as gravagdes, os experimentadores
estavam sempre ausentes da sala, para evitar estresse ou o fornecimento de pistas visuais que
pudessem gerar algum tipo de preferéncia, retornando a sala apenas para remover as barreiras

durante a mudanga de testes e no final, para transportar o animal no inicio e fim dos testes.
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3.5.1 Teste do tanque novo

O Teste do Tanque Novo (TTN) ¢ um paradigma bem estabelecido para o estudo de
exploragdo, locomogdo e comportamento tipo-ansioso em zebrafish (CACHAT et al., 2010).
O teste se baseia na tendéncia natural destes animais em buscar prote¢do ao serem inseridos
em um novo ambiente, inicialmente mergulhando e ficando proximos ao fundo, mas
explorando gradualmente mais proximo da superficie conforme o estresse do ambiente novo
passa, sendo um comportamento sensivel a estimulos ansioliticos e ansiogénicos (FONTANA
et al.,2019; PICOLO et al., 2021; RIEHL et al., 2011).

Apds o periodo de aclimatagdo, os animais foram posicionados individualmente nos
aquarios de teste com todas as barreiras brancas posicionadas e imediatamente gravados pela
camera lateral durante 6 minutos com o auxilio do sofiware ManyCam (INFORMACOES).
Com o auxilio do ANY-maze, o aquario foi dividido virtualmente em duas regides (superior e
inferior), conforme mostrado na figura 2b. A atividade locomotora dos animais foi avaliada
por meio da analise da distancia percorrida, da velocidade média e maxima e do angulo
absoluto de virada. A exploragdo e o comportamento tipo-ansioso foram avaliados através da
analise do numero de entradas na regido superior, laténcia até a primeira entrada na regiao
superior e tempo gasto nadando na area superior (PICOLO et al., 2021; RAYMOND et al.,
2012). Foram analisados 5 minutos (300 segundos) de video para gerar os dados do teste.

Todos estes dados foram extraidos offline com o auxilio do ANY-maze.

3.5.2 Teste de preferéncia social

O zebrafish ¢ um animal altamente social e possui, portanto, uma tendéncia natural a
interagir com seus conspecificos (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS, 2018). O
Teste de Preferéncia Social (TPS) é um paradigma largamente utilizado para avaliar o
comportamento de sociabilidade nestes animais, que pode ser modulado através de drogas ou
estimulos aversivos, da mesma forma que em humanos e roedores (FONTANA et al., 2018;

GROSSMAN et al., 2010).
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Figura 6: Resumo dos experimentos comportamentais. a) Aparato utilizado para testes b)
Teste do Tanque Novo, visdo lateral do aquéario c) Teste de Preferéncia Social, viséo lateral
do aquério.

Imediatamente apds o NTT, as barreiras laterais foram removidas do aparato pelos
experimentadores, expondo os animais em teste a dois béqueres de 1L exatamente iguais, um
em cada lado. Um dos béqueres continha um grupo de quatro zebrafish, coletados
aleatoriamente do sistema ZebTEC exclusivamente para a participacdo nesse teste, € o outro
béquer permaneceu vazio. Os animais foram entdo gravados durante mais dois minutos e dez

segundos. No ANY-maze, o aqudrio foi dividido horizontalmente em trés regides: regido
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vazia (proxima ao béquer vazio), regido conspecificos (proxima ao béquer com os outros
zebrafish) e regido central. Para a avaliagdo do comportamento tipo-social destes animais,
foram avaliados os seguintes parametros: tempo gasto na regido dos conspecificos, nimero
de entradas na regido dos conspecificos ¢ duragdo média de cada visita a essa regido
(FONTANA et al., 2018; GROSSMAN et al., 2010; PICOLO et al., 2021). Foram analisados

dois minutos (120 segundos) de video para a geragdo dos dados.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos na forma de média + erro padrao da média (standard
error of the mean, SEM) e foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 9
(GraphPad, California, EUA). Os outliers foram detectados através do método de ROUT (Q
= 1%) e excluidos em seguida. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi utilizado em
todos os grupos apos remogao dos outliers. As diferencas estatisticas entre as medidas e os
diferentes parametros da respiracdo mitocondrial foram analisadas através da andlise de
variancia (ANOVA) de uma via para dados com distribuicdo paramétrica ou através do teste
de Kruskal-Wallis para dados com distribuicao ndo-paramétrica, de acordo com os resultados
do teste de normalidade. A ANOVA foi seguida pelo pos-teste de Tukey para comparacoes
multiplas (pos-teste de Dunn para amostras ndo-paramétricas). Para verificar o
comportamento do peso ao longo do tempo, foi feito um ANOVA de duas vias com o tempo e
o tipo de tratamento como varidveis independentes. As curvas de sobrevivéncia foram
comparadas utilizando o teste de Mantel-Cox (Log-rank). Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p <0,05.
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4 RESULTADOS

41 IMPACTOS DO JEJUM INTERMITENTE NO PESO CORPORAL,

COMPRIMENTO ABDOMINAL E iNDICE DE MASSA CORPORAL

Os animais foram pesados duas vezes por semana para acompanhar possiveis alteracdes
morfométricas. A figura 2A mostra a evolucao do peso corporal de cada grupo experimental
durante o estudo. Os animais submetidos aos protocolos de JI (IF24 e [F48) apresentaram
uma diminuigao significativa de peso a partir da quarta semana (31 dias; Figura 2A). Ao final
do protocolo experimental (seis semanas de tratamento) os animais [F24 e [F48 apresentaram
uma redugdo significativa de cerca de 20% no peso corporal (Figura 2B; 604,6 + 38,11 vs.
484 + 37,37 vs. 464,2 + 23,28; p <0,05) e no indice de massa corporal (body mass index —
BMI; figura 2C; 0,037 £ 0,0017 vs. 0,031 £ 0,002 vs. 0,029 + 0,0014; p <0,05). Esses efeitos
estiveram igualmente presentes nos dois grupos de JI em relacdo ao grupo controle (SD), sem
diferenca significativa entre os dois protocolos de jejum. Apenas o grupo IF48 apresentou
uma redugdo significativa no comprimento abdominal em relagdo ao grupo SD (Figura 2D,
0,806 = 0,03 vs. 0,696 = 0,02 p < 0,05). A Figura 2E traz animais representativos dos trés

grupos.
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Figura 7: Impacto do Jejum Intermitentesobre o peso e BMI. Seis semanas de Jejum
Intermitente promoveram redug@o no peso corporal (A, B) e no indice de massa corporal (C). Além
disso, o protocolo de Jejum Intermitente 24/48 horas apresentou uma diminui¢do no comprimento
abdominal em relagdo ao controle (D). A figura E mostra animais pertencentes a cada um dos
grupos. ANOVA de uma via seguido de pods-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0.01. N = 13-17
animais/grupo.
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4.2 EFEITOS DO JEJUM INTERMITENTE NA SOBREVIVENCIA DOS SUJEITOS
EXPERIMENTAIS

A figura 4 traz as curvas de sobrevivéncia dos animais de cada grupo. O grupo SD
apresentou apenas uma morte de individuo, que ocorreu por acidente nao relacionado ao
protocolo experimental, e que por isso ndo foi computada na andlise de sobrevivéncia. O
grupo IF48 apresentou trés mortes ndo-acidentais, possivelmente causadas pelo protocolo
experimental. O grupo 1F24 ndo apresentou perdas. O teste de Mantel-Cox indica que hd uma
diferenca significativa entre as curvas de sobrevivéncia do grupo IF48 e as demais curvas (p
< 0,05). Os resultados apontam que a restri¢ao calorica severa imposta pelo protocolo [F48

pode apresentar riscos a sobrevivéncia dos individuos mesmo em curto prazo.
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Figura 8: Curva de sobrevivéncia dos grupos experimentais. Apos seis semanas de protocolo
experimental, somente o grupo IF48 apresentou mortes nao-acidentais. Os resultados indicam que
este protocolo pode oferecer risco para os animais mesmo a curto prazo. Foi feito um teste de
Mantel-Cox (Log-rank) para realizar a comparagdo entre as curvas de sobrevivéncia. *p<0,05, n =
13 — 17 animais por grupo.

4.3 ALTERACOES NA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL CARDIACA EM
DECORRENCIA DO JEJUM INTERMITENTE

Para avaliar os efeitos do JI sobre o metabolismo mitocondrial cardiaco, submetemos as
mitocondrias do coragdo inteiro permeabilizado a RAR. O consumo de oxigénio relacionado

aos complexos I e II foram avaliados utilizando PM e S, respectivamente. Seis semanas do
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protocolo 1F24 nao promoveram nenhuma altera¢do nas atividades dos complexos I e II. O
protocolo IF48 provocou uma diminui¢do das atividades de ambos os complexos (Figura 3A
e 3B; p <0,05).

Para avaliar o estado fosforilante (OXPHOS), que é o componente da respiragao
mitocondrial relacionado a capacidade fosforilativa da ETS, foi utilizado ADP saturante. Os
resultados mostraram uma reduc¢do significativa na OXPHOS apos seis semanas do protocolo
IF48 em relagdo ao grupo controle (Figura 3C, p < 0,05), enquanto o protocolo IF24 nao
promoveu nenhuma alteragdo significativa. Para avaliar a capacidade respiratoria maxima da
cadeia respiratéria foi realizado seu desacoplamento através da titulagdo com CCCP. Os
resultados apontaram uma redugdo significativa na capacidade maxima do grupo IF48 em
relagdo aos outros dois grupos (Figura 3D, p<0,05).

O consumo de O; relacionado a producdo de ATP (respiracdo ATP-linked) foi calculado
através da equacdo 2.1. O vazamento de protons foi obtido através da adi¢do de OMY apos o
ADP. Apesar da diminui¢do na OXPHOS observada nos animais 1F48, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os trés grupos apods seis semanas de protocolo experimental
(Figura 2E). Para avaliar a capacidade respiratoria de reserva, foi utilizada a equagdo 2.2. A
capacidade de reserva dos animais do grupo IF48 foi significativamente menor em relagdo ao
grupo controle e ao grupo [F24, ndo havendo diferencas significativas entre estes dois grupos
(Figura 3F, p < 0,05 SD vs. IF48, p < 0,01 IF24 vs. [F48).

Em conjunto, os dados apontam uma diminuicao da bioenergética mitocondrial cardiaca apos
seis semanas [F48 em relacdo ao controle, além de uma diminui¢do da capacidade de reserva
bioenergética desses animais. Seis semanas de um protocolo IF24 horas ndo provocaram

nenhuma alteragdo significativa na bioenergética mitocondrial cardiaca dos animais.
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Figura 9: Efeitos dos protocolos de Jejum Intermitente sobre o0 metabolismo mitocondrial do
tecido cardiaco. A RAR foi realizada para avaliar os diferentes estados respiratorios mitocondriais
no tecido inteiro (fluxo de O, (pmol/s) / unidade de coracdo): ETS I (PM), ETS I + II (S), OXPHOS
(ADP) e capacidade respiratoria maxima (CCCP). Seis semanas de protocolo experimental
provocaram uma diminui¢do da ETS I (A), ETS I + II (B), OXPHOS (C) e capacidade respiratoria
maxima (D) dos animais [F48 em relagdo ao grupo controle. Nao houve diferenca significativa na
capacidade respiratoria ligada a sintese de ATP (ATP-linked, E). Houve uma diminui¢do
significativa na capacidade respiratoria de reserva dos animais IF48 em relagdo aos grupos SD e
IF24, sem diferencas significativas entre os dois Gltimos grupos. ANOVA de uma via seguido de

pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0.01. N = 9-10 animais/grupo.

44 0OSs PROTOCOLOS DE JEJUM

ALTERAGOES NA BIOENERGETICA MITOCONDRIAL DO ENCEFALO

A figura 4 traz os dados obtidos apds os experimentos de bioenergética mitocondrial no
encéfalo dos animais. Os protocolos experimentais utilizados ndo exerceram alteragdes
significativas sobre a respiracdo mitocondrial relacionada a substratos do complexo I e II
(Figuras 4A e 4B, p = 0,97 e p = 0,62, respectivamente), tampouco modificaram a OXPHOS
(Figura 4C, p = 0,97). A capacidade respiratéria maxima (Figura 4D, p = 0,84), a respiragao
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ATP-linked (Figura 4E, p = 0,93) e capacidade respiratéria de reserva (Figura 4E, p = 0,46)
também nado foram afetadas pelos protocolos. Os resultados apontam que a bioenergética
mitocondrial do encéfalo ndo ¢ alterada apds seis semanas de JI, independente do protocolo

utilizado.
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Figura 10: Efeito dos protocolos de Jejum Intermitente na ETS nas mitocondrias do encéfalo.
A RAR foi realizada para avaliar os estados respiratorios mitocondriais (Fluxo de O, (pmol/s) / mg
de proteina da amostra). Seis semanas de JI, sem disting@o de protocolo utilizado, ndo promoveram
alteracdes na ETS I (A), ETS I + II (B), OXPHOS (C), capacidade respiratoria maxima (D),
respiracdo ligada a sintese de ATP (E) e na capacidade respiratoria de reserva (F). ANOVA de uma
via seguido por pos-teste de Tukey. N = 9-10 animais/grupo.

4.5 EFEITOS DO JEJUM INTERMITENTE SOBRE A EXPLORAGAO VERTICAL E

COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO

Para realizar a avaliacdo da exploragdo vertical e comportamento tipo-social, foi
utilizado o Teste do Tanque Novo, cujos resultados sdo mostrados na figura 6. Os protocolos

de Jejum ndo exerceram influéncia significativa sobre a distancia percorrida (Figura 6A, p =
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0,71), velocidade méaxima (Figura 6B, p = 0,25) e angulo absoluto de virada (Figura 6C, p =
0,38), parametros usados para a avaliagdo da exploragao vertical.

Apesar de nenhum dos protocolos de JI ter exercido influéncia significativa sobre o
namero de transi¢des para a regido superior (Figura 6E, p = 0,07) e na laténcia até a primeira
entrada na regido superior (Figura 6F, p = 0,16), o protocolo [F24 promoveu um maior tempo
de exploragdo nesta regido em relagdo ao grupo controle (Figura 6D, p < 0,05). O protocolo
IF48, por outro lado, ndo promoveu alteragcdes no tempo de exploragao.

As figuras 6G e 6H mostram o tempo gasto na regido superior € o numero de entradas na
regido superior ao longo dos 300 segundos de teste. Apesar da diferenga significativa na
exploragdo no tempo superior promovida pelo protocolo IF24, a anélise de ambas as curvas
por ANOVA de duas vias mostra uma grande variagdo entre os sujeitos experimentais dentro
do experimento. Em ambos os testes, os sujeitos experimentais sao responsaveis por mais de
40% da variacdo de resultados (45% para o tempo na regido superior € 41% para o nimero de
entradas). A figura 61 mostra os tragados representativos da exploragdo de animais de cada
um dos grupos ao longo do teste. De forma geral, os resultados indicam uma possivel
diminui¢do no comportamento tipo-ansioso dos animais [F24 em relacdo ao controle, no
entanto, a grande variagdo entre individuos também parece estar influenciando os resultados

observados.

28



Distancia percorrida Velocidade maxima Angulo absoluto de virada
50+ 150000
— )
— ] ] ,
E £ T 100000 °©
o g 5
g 3 [}
«g =] b4
i 5 2
8 S 3, 50000
> c
«L
. 0-
SD IF24 IF48 SD IF24 IF48 SD IF24 IF48
D E F
Tempo na regido superior Nimero de entradas na regido superior  Laténcia até a primeira entrada na regido superior
* 80 . 250
200 ) o
o 60- . 200 o ©°
150 5 - o 0
@ . g o
z ,‘E 20 o by 150 '7 S 40
4 - o o
2 100-1 o G ° 3 e
5 ® - |°_“ 100
[ [} °
o = 20_
50
T 0- 0- O s
SD IF24 IF48 SD IF24 IF48
G H
Tempo gasto na zona superior ao longo do teste Numero de entradas na regido superior ao longo do teste

== IF24 - IF24
]

) PN
e
2 ___T | o T ey ’

T
030 3060 6090 90120 120150 150-180 180-210 210240 240-270 270300 020

- D ‘ - 8D

= IF48

Tempo (s)
N” de entradas.

T T T ¥ T T T T
050  60-90 90120 120150 150-1BD 180-21D 210240 240.270 270-300

Figura 11: Efeitos do Jejum Intermitente sobre o comportamento tipo-ansioso de zebrafish. O
comportamento tipo-ansioso foi acessado através do Teste do Tanque Novo. Os parametros
relacionados a locomogdo e exploragdo foram todos similares entre os grupos, ¢ estdo mostrados nas
figuras: Distdncia percorrida (A), Velocidade maxima (B) e Angulo absoluto de virada (C). O
protocolo IF24 provocou um aumento significativo no tempo de exploragdo da parte superior (D), o
que ndo foi observado no protocolo IF48. Nao houve alteragdes significativas no nimero de
entradas na regido superior (E) e na laténcia até a primeira entrada na regido superior (F). As figuras
(G) e (H) mostram a analise temporal do tempo de exploragdo na parte superior ¢ no nimero de
entradas na regido superior. Os tragcados representativos da exploracdo dos animais estdo mostrados
na figura (I). ANOVA de duas vias para as analises temporais, ANOVA de uma via seguido de pos-
teste de Tukey para amostras paramétricas ou teste de Kruskall Wallis seguindo de pds-teste de
Dunn para amostras ndo-paramétricas, *<0,05, n = 13-18 animais/grupo.



4.6 Os PROTOCOLOS DE JEJUM INTERMITENTE NAO CAUSARAM ALTERAGOES

NO COMPORTAMENTO TIPO-SOCIAL

O comportamento tipo-social dos animais foi avaliado através do Teste de Preferéncia
Social, logo apos a realizagdo do TTN. Os resultados estdo resumidos na figura 7. Os
protocolos experimentais ndo influenciaram de forma significativa o tempo que os animais
passaram nadando na area mais proxima aos conspecificos (p = 0,432, Figura 7A), o niimero
de transi¢des para a drea mais proxima aos conspecificos (p = 0,856, Figura 7B) e a duracdo
média de cada entrada na area dos conspecificos (p = 0,552, Figura 7C). De forma geral,
esses resultados indicam que o JI ndo altera a preferéncia social dos zebrafish, independente

do protocolo utilizado.
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Figura 12: Efeitos dos protocolos de JI sobre a preferéncia social dos zebrafish. Nenhum
dos tratamentos exerceu efeito significativo sobre os pardmetros de comportamento tipo-social:
Tempo na regido dos conspecificos (A), nimero de entradas na regido dos conspecificos (B) e
duracdo média de cada visita na area dos conspecificos (C). ANOVA de uma via, seguido de
pos-teste de Tukey, N = 13 — 18 animais/grupo
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5 DiIsScussAO

Neste estudo, buscamos estabelecer dois protocolos de JI em zebrafish: o primeiro
(IF24) ¢ uma reproducdo do JI ADF, um dos protocolos mais utilizados na literatura
(VARADY et al., 2022) e o segundo (IF48) ¢ uma versao modificada deste, mantendo o
tempo de alimenta¢do normal, mas dobrando o tempo de restri¢do calérica total. Observamos
uma redugdo significativa no peso € no BMI dos animais, de aproximadamente 20%, ao final
do tratamento, em ambos os grupos experimentais (IF24 e [F48). De forma interessante, o
prolongamento do tempo de jejum no grupo IF48 ndo causou incremento na perda de peso
dos animais, mas induziu uma reducdo significativa no comprimento abdominal, utilizado
como indicativo do grau de adiposidade (PICOLO et al., 2021). Essas observagoes
corroboram com o conhecimento descrito na literatura atual sobre o JI (CHAUSSE et al.,
2014; CELEBI-BIRAND et al.,, 2020; HENDERSON et al., 2023) ¢ fortalecem o
estabelecimento de um protocolo de JI ADF nos animais do grupo IF24. Apenas o grupo 1F48
apresentou mortes ndo-acidentais ao longo do protocolo experimental, evidenciando um
possivel risco associado a essa modificagdo. Além disso, investigamos possiveis alteragdes no
metabolismo energético mitocondrial através da medi¢do do consumo Oz via RAR no tecido
cardiaco inteiro permeabilizado ¢ no homogenato de encéfalo. Ambos os protocolos de JI ndo
causaram alteragdes no metabolismo mitocondrial do encéfalo. Por outro lado, alteracoes
significativas no metabolismo energético cardiaco foram observadas apds 6 semanas de
protocolo de IF48, enquanto o protocolo de IF24 ndo modificou nenhum dos pardmetros
bioenergéticos avaliados. Por fim, investigamos possiveis efeitos comportamentais
associados as intervengdes utilizadas. O grupo IF24 apresentou uma diferenca significativa
em um dos parametros utilizados para avaliar o comportamento tipo-ansioso em relagdo ao
grupo controle, o que ndo foi observado no grupo IF48. No entanto, houve uma grande
discrepancia de resultados entre individuos dentro de um mesmo grupo, indicando possivel
estresse nao relacionado com os protocolos experimentais que podem limitar a extrapolagdo
dos resultados. Nao encontramos alteracdes na preferéncia social de nenhum dos grupos
tratados em relagdo ao controle.

As mortes observadas no grupo IF48 podem ser atribuidas a uma pletora de causas.

Grupos de zebrafish estabelecem rapidamente uma hierarquia e naturalmente alguns animais
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dentro de um cardume se alimentam mais do que os outros (MILN; WARD; SEEBACHER,
2021). E possivel que a restri¢do caldrica severa do protocolo IF48 tenha acentuado este
comportamento. Seria necessario realizar um acompanhamento mais detalhado desses
animais durante o protocolo experimental e principalmente durante a alimentacdo para
investigar esta possibilidade. Entretanto, muitas perdas registradas em um protocolo de
duracao relativamente curta levantam duvidas sobre a viabilidade desta modificacdo do
protocolo de Jejum ADF.

Doengas cardiovasculares sdo uma das principais comorbidades associadas a obesidade
a longo prazo (SAUDE, 2021), por isso é muito importante investigar possiveis efeitos
cardiometabolicos quando se estuda intervengdes cujo proposito ¢ justamente combater a
obesidade. Tanto o JI quanto outros protocolos de RC exortam efeitos positivos sobre a satde
cardiovascular, mesmo em individuos saudaveis. A aplicacao de protocolos de JI em humanos
obesos e modelos murinos de obesidade demonstraram um efeito positivo contra a
arteriosclerose, através do aumento da expressdo de adiponectinas e diminuicdo do LDL
circulante (BHUTANI et al., 2010; WAN et al., 2010; ACHARI; JAIN, 2017). Também ha
evidéncias na literatura de modulacdo na pressdo arterial e na variabilidade cardiaca em
modelos murinos saudaveis pelo JI, sendo associado a uma diminui¢do da pressdo arterial
apOs algumas semanas da aplicagdo do protocolo. Mager et al. (2006) atribuem estes efeitos a
modulacdo do sistema nervoso parassimpatico por parte do JI, enquanto Camelo et al. (2019)
discutem a possibilidade de modulagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona como
contribuicdo importante para mudangas na pressdo arterial observada em protocolos de JI.
Tendo em vista que a fungdo de mitocondrias cardiacas ¢ afetada por alteragdes renais,
cardiacas e vasculares que leva a hipertensao (EIRIN; LERMAN; LERMAN, 2018), parece
razoavel que o JI, que ¢ capaz de reverter estas disfungdes, também gere impacto sobre a
bioenergética cardiaca

O JI também tem sido pesquisado como uma promissora estratégia terapéutica para
algumas desordens cardiovasculares. Kazmirczak et al. (2023) demonstraram em um estudo
recente que o JI promove mudancas na composicdo lipidica do ventriculo direito de um
modelo animal de hipertensdo pulmonar em ratos, a saber eles encontraram diminui¢do de
triacilglicerdis e aumento dos acidos graxos livres, além de um aumento na expressdo de
proteinas relacionadas com a B-oxidagdo de 4cidos graxos. Além disso, os autores também

encontraram indicativos de reorganizacdo na rede de microtubulos do ventriculo direito,
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possivelmente associada com o aumento da atividade da proteina quinase ativada por AMP
(PKA) no ventriculo direito desses animais, o que pode contribuir para a melhora da fungao
cardiaca. Xu et al. (2022) encontrou resultados semelhantes em relacio a diminuigcdo de
triacilglicerdis e aumento do LDL, mas em camundongos submetidos a obesidade induzida
por dieta hiperlipidica. Os autores também demonstraram uma diminui¢do na expressdao de
proteinas relacionadas a apoptose e a fibrose cardiaca, possivelmente provocados pela
diminui¢do da metilagdo tipo m6a no mRNA mensageiro. O aumento neste tipo de metilacao
estd intimamente relacionado com a obesidade e o consumo de dietas hiperlipidicas
(AZZAM; ALSAFAR; SAJINI, 2022).

Em nosso estudo, ndo encontramos nenhuma diferenca significativa no consumo de O»
mitocondrial do tecido cardiaco nos animais IF24 em relacdo ao controle. Nossos resultados
sao semelhantes aos encontrados por Chausse et al. (2015) em mitocondrias isoladas do
tecido cardiaco de ratos. A perda de peso e de BMI sem alteragdes no metabolismo
mitocondrial fortalece as evidéncias de que o JI ADF ¢ uma intervengdo segura para
promover o emagrecimento. O grupo IF48, por outro lado, apresentou uma diminuigdo em
todos os estados da respiracdo mitocondrial avaliados, exceto a respiragdo ATP-linked. A
respiracao ATP-linked ¢ o componente da OXPHOS que esta diretamente relacionado com a
atividade da ATP-sintase, portanto, isso indica que apesar de uma diminuicdo geral da
eficiéncia bioenergética das mitocondrias dos animais IF48, a producdo de energia continua
sendo suficiente para suprir a demanda de ATP do 6rgao.

Deve-se notar, no entanto, que tanto a capacidade respiratéria maxima quanto a
capacidade de reserva respiratdria desses animais estdo diminuidas, o que pode gerar
consequéncias negativas para o animal caso a demanda por ATP aumente por algum motivo,
como aquela evocada por uma resposta de luta-ou-fuga causada pela presenca de um
predador no mesmo ambiente. A capacidade de reserva respiratéria se correlaciona com o
grau de plasticidade mitocondrial, permitindo adaptabilidade bioenergética em resposta a
condicdes de estresse (KUNZ, 2003). Uma vez que a diminui¢cdo da capacidade de reserva
respiratoria tem sido associada a vdarias doengas cardiovasculares e neuroldgicas
(MARCHETTI et al., 2020), o resultado observado no grupo IF48 pode estar relacionada a
disfun¢@o mitocondrial neste grupo. Além disso, uma menor eficiéncia da OXPHOS também
estd relacionada com o maior risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
insuficiéncia cardiaca (ZHOU; TIAN, 2018).
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Em conjunto, os dados indicam que a restricao caldrica severa a qual os animais IF48
foram submetidas pode ter induzido uma disfuncéo cardiaca ou dano ao tecido, gerando perda
de massa mitochondrial. No entanto, mais estudos ainda sdo necessarios para avaliacdo da
integridade do tecido cardiaco de modo a explorar essa hip6tese. De qualquer forma, os dados
bioenergéticos em conjunto com os de sobrevivéncia, indicam que o JlI 1F48 pode trazer
riscos para os animais, ndo sendo indicado para aplicacdo em protocolos de longa duracéo. E
possivel realizar uma caracterizacdo mais completa desta adaptacdo, entretanto, o protocolo
padréo utilizado no grupo IF24 parece ser a melhor abordagem para a utilizagdo em estudos
futuros sobre JI em zebrafish, sobretudo se o interesse for em aplica-lo como estratégia de
intervencdo para a obesidade. Ademais, o fato de ndo termos encontrado alteracbes na
bioenergética mitocondrial cardiaca do grupo IF24 ndo significa que o metabolismo
mitocondrial desses animais ndo esteja sendo modulado de alguma forma pela intervencéo,
por isso sdo necessarios estudos posteriores para realizar uma caracterizagdo mais detalhada

do metabolismo mitocondrial em resposta a essa estratégia.

O cérebro ¢ um dos tecidos mais explorados nos estudos sobre os efeitos do JI. De fato,
a literatura aponta uma série de efeitos metabdlicos promovidos pelo JI que possuem impacto
positivo nesse tecido. Entre os efeitos, destacam-se o aumento da expressao de proteinas que
atuam contra o estresse oxidativo (e.g. catalase, superoxido desmutase; SOD), possivelmente
através de vias ativadas pelo fator de transcrigdo FOXO3a (TAN et al., 2008; SHIMAZU et
al., 2013; FASANO et al., 2019), e a promog¢ao da neurogé€nese e protecdo contra danos
neuronais através do aumento da expressio de BDNF (BAIK et al.,, 2020; SEIDLER;
BARROW, 2022). Além disso, o JI tem sido estudado como uma possivel intervencdo ndo
farmacoldgica em vérias desordens neurologicas, como a doenga de Alzheimer e a epilepsia
(GUDDEN; ARIAS VASQUEZ; BLOEMENDAAL, 2021; LIU et al., 2019).

No entanto, existem poucos estudos que se debrucaram a entender o impacto direto do JI
no metabolismo mitocondrial € no ETS. Chausse et al., (2015) ndo encontraram diferencga
significativa no consumo de Oz em mitocondrias isoladas do cérebro inteiro e do coragao de
ratos, mas encontrou um aumento na OXPHOS em mitocondrias isoladas de figado apds seis
semanas de um protocolo de JI ADF. Interessantemente, os autores também ndo observaram
mudangas na geragdo de EROs, indo de encontro com as evidéncias de diminui¢do de
estresse oxidativo (SHIMAZU et al., 2013). Carteri et al. (2021) também ndo encontrou

mudangas significativas na respiragdo mitocondrial de mitocOndrias isoladas de cortex

34



cerebral de camundongos apds 20 dias utilizando o mesmo protocolo, mas encontrou uma
diminui¢ao significativa no comportamento tipo ansioso desses animais.

No presente estudo, ndo encontramos diferengas significativas no consumo de O; no
homogenato de mitocondrias do encéfalo inteiro de zebrafish, reproduzido os resultados
observados em roedores. Isso ndo quer dizer necessariamente que o metabolismo
mitocondrial desses animais ndo esteja sendo afetado de outras formas, como ja citado
anteriormente, o que abre margem para investigacao futura. O fato de o grupo IF48 também
ndo ter apresentado alteragdes no metabolismo energético encefalico ¢ especialmente
interessante, pois apesar da privagdo de alimento por um longo periodo ndo houve uma
diminui¢do da respiragdo mitocondrial como ocorreu no coragdo, demonstrando o controle
homeostatico para manter o funcionamento pleno do metabolismo encefélico em situagdes de
estresse.

Um ponto que deve ser mencionado em relacdo a esse resultado é nossa limitacao
experimental em avaliar o consumo de oxigénio de regides individualizadas do encéfalo, ja
que por limitagdes de amostra avaliamos o encéfalo inteiro nos experimentos de avaliacao do
metabolismo mitocondrial. Tal abordagem permite que sejam detectadas alteragdes
metabolicas que afetam o encéfalo como um todo, mas limitam a observagdo de efeitos em
areas especificas. E possivel que o efeito do JI em areas especificas do cérebro tenha se
perdido quando foram misturadas mitocondrias do encéfalo total. Apesar de o zebrafish
possuir um cérebro de estrutura menos complexa que o de humanos ou roedores, ele possui
estruturas que cumprem fungdes homologas a de estruturas desses animais, como o pallium
médio-lateral, que exerce uma fun¢ao tipo-hipocampo, e o pallium dorsal, que exerce fungdes
tipo-cortex (CHENG; JESUTHASAN; PENNEY, 2014; GERLALI et al., 2020). De fato, o
sistema nervoso do zebrafish ¢ composto de areas bem definidas (SHENOY et al., 2022) e
que podem, ainda que com algum trabalho e muita pratica, serem isolados para estudos
futuros mais especificos. O estudo de possiveis alteracdes em areas especificas ¢ encorajado
pelas evidéncias de alteragdes regido-especificas causadas por dietas hiperlipidicas ou ricas
em carboidratos (CAVALIERE et al., 2019; CRESCENZO et al., 2019) cujo consumo
promove obesidade. Resta para ser investigado no futuro tanto possiveis alteragdes area-
especificas no metabolismo mitocondrial relacionadas a aplicagdo de protocolos de JI, quanto
se essas mudangas sdo capazes de compensar de alguma forma pelas mudangas observadas

durante ou apds a ingestdo de dietas obesogénicas.
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Possiveis efeitos do JI sobre o comportamento de humanos e modelos animais ainda sdo
pouco explorados, porém a literatura existente traz achados interessantes. De forma geral,
periodos de jejum agudo desencadeiam respostas de estresse em modelos animais
(NAKAMURA et al., 1990; OLSEN et al., 2008), no entanto, a manutencao de protocolos de
JI parece melhorar esse quadro, aumentando a resisténcia ao estresse causado pelos periodos
de retirada de alimento, diminuindo a circulacdo de hormoénios relacionados ao estresse,
como o cortisol (SHIN et al., 2018), e promovendo um efeito ansiolitico detectado em
paradigmas comportamentais, cujos mecanismos subjacentes ainda sdo pouco explorados
(LIU et al., 2019; SOARES et al., 2021).

Carteri et al. (2021) identificaram um possivel efeito ansiolitico associado ao JI em
camundongos saudaveis. Os autores observaram uma diminui¢do no comportamento tipo-
ansioso desses animais através do teste de campo-aberto e do teste de preferéncia
claro/escuro, sem encontrar alteragdes na bioenergética mitocondrial e na produ¢do de EROs
nos sinaptossomos desses animais. Liu et al. (2019) também reportaram uma diminui¢do no
comportamento tipo-ansioso associado a um protocolo de JI ADF em camundongos
saudaveis ou nocaute para Sirtuina 3 (SIRT3 -/-). Os autores encontraram um aumento da
performance exploratéria no teste de labirinto da cruz elevada e no teste de preferéncia
claro/escuro no grupo de animais saudaveis ap6s a aplicacao do protocolo de JI em relagdo ao
grupo controle, e uma queda de performance nos animais SIRT3-/-, em dieta normal ou JI,
em relagdo aos animais saudaveis, indicando que a proteina Sirt3 pode estar relacionada aos
efeitos ansioliticos promovidos pelo JI. Esta proteina, por sua vez, possui sua sinaliza¢do
modulada pelo switch para o estado cetogénico que ocorre em dietas cetogénicas e protocolos
de JI (OKA et al., 2021; SHIMAZU et al., 2013) e que também pode influenciar o
metabolismo mitocondrial (NAGAO et al., 2016). Um possivel efeito ansiolitico associado ao
JI seria especialmente interessante do ponto de vista de intervencao contra a obesidade, haja
vista que esta patologia causa alteragdes ansiogénicas, declinio cognitivo e outras mudangas
neurocomportamentais, demonstradas tanto em estudos com humanos (FREEMAN et al.,
2014) quanto em modelos animais (OKA et al., 2010).

Por 1sso, como parte do processo de padronizag¢do do protocolo de JI e de caracterizagao
desta intervengdo em um novo modelo animal, também realizamos experimentos
comportamentais para avaliar o comportamento tipo-ansioso, por meio do TTN, e de

preferéncia social, por meio do TPS. Em nossos estudos, nenhum dos grupos tratados
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apresentou diferengas nos parametros utilizados para avaliar locomog¢do e exploragdo no TTN
(i. e. Distancia percorrida, Velocidade méaxima e Angulo absoluto de virada), no entanto,
encontramos um possivel efeito ansiolitico nos animais submetidos ao JI ADF no grupo 1F24
em relagdo ao grupo controle, representado pelo aumento na exploragdo na regido superior, o
que ndo foi observado nos animais [F48, o que corrobora os achados em trabalhos realizados
com modelos animais murinos (DE NORONHA et al., 2017; SOARES et al., 2021). A
semelhanga com dados obtidos em outros modelos animais ¢ um indicativo de que o
zebrafish seria um bom modelo translacional para pesquisas envolvendo JI e comportamento.
Outra possibilidade para a alteracdo observada pode ser o aumento da coragem (boldness)
desses animais. E possivel que o estresse causado pela privacio intermitente de alimento
tenha um papel de encorajar esses animais a explorarem mais o ambiente em busca de
alimento, embora ndo seja possivel afirmar esta possibilidade apenas com os dados obtidos
neste trabalho. Os resultados indicam a necessidade de experimentos mais detalhados para
caracterizar o estresse desses animais em resposta aos protocolos de JI, possivelmente
avaliando hormonios, como o cortisol, e a atividade locomotora desses animais em maiores
detalhes.

E necessario considerar que houve algumas limitagdes em nossas metodologias
comportamentais que indicam que é preciso cuidado com a interpretagdo dos dados que
obtivemos. Um niimero consideravel de animais de todos os grupos ndo subiu para a regido
superior, a maioria do grupo SD (a saber, 8 animais no grupo SD, 2 animais no grupo 1F24 ¢
3 animais no IF48), sendo que é esperado que os animais comecem a explorar a regido
superior com o passar do tempo durante o TTN (CACHAT et al., 2010). Além disso,
obtivemos resultados muito heterogéneos dentro dos grupos, o que nos leva a crer que a
padronizagdo desses experimentos poderia ser melhorada. E possivel que os animais
estivessem muito estressados no momento do teste, seja em fung¢do da iluminagdo nao-
uniforme da sala, da manipulagdo por parte dos experimentadores ou algum outro estimulo
ndo identificado. Ao mesmo tempo, possivelmente esta heterogeneidade pudesse ser resolvida
aumentando o n experimental. Em resumo, nossos dados indicam que hé a possibilidade de
um efeito ansiolitico relacionado a aplicacdo do protocolo de JI ADF utilizado no grupo 1F24,
no entanto este resultado pode estar sofrendo influéncia de outros fatores de estresse nao
detectados durante o processo de padronizagdo. S3o necessarios experimentos

complementares para reforcar esta evidéncia, como a medi¢do indireta do estresse através de
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hormdnios ou a realizagdo de outros paradigmas de ansiedade, como o teste de preferéncia
claro/escuro (BLASER; ROSEMBERG, 2012) para complementar os dados de
comportamento tipo-ansioso em experimentos futuros.

Nao encontramos diferencgas significativas no comportamento de preferéncia social dos
animais submetidos a JI em relagdo aos animais do grupo SD. Este resultado estd dentro do
esperado. Nao encontramos estudos onde possiveis alteragdes no comportamento tipo-social
em resposta ao JI, no entanto, tampouco had alguma evidéncia que suporte alguma
possibilidade de alteragdo neste tipo de comportamento em resposta a este protocolo. De fato,
somente alteragdes muito profundas na fisiologia animal, como ocorre em modelos de
doengas neuroldgicas como esquizofrenia e epilepsia, causam alteragdes no comportamento
social em modelos animais (CHO et al., 2021; GIONGO et al., 2023).

E importante também discutir algumas limitagdes que tivemos ao longo do estudo e
algumas formas de refinar o protocolo de JI em investigagdes futuras. Primeiro, realizamos
uma caracterizacdo inicial das mudangas causadas pelo JI no peso e no BMI, mas ndo
realizamos o acompanhamento de alguns metabdlitos basicos, como glicose, triacilglicerois e
corpos cetonicos, cuja analise enriqueceria nossa caracterizagdo do modelo. Estes dados
complementam as medidas morfométricas e podem ser utilizados como indicadores de
estabelecimento adequado do protocolo de JI. Nossos resultados ajudam a entender que, ao
realizar experimentos com dietas ¢ muito importante fazer este tipo de acompanhamento. No
momento, o protocolo para extragdo do sangue desses animais para a utilizagdo em kits de
medi¢do encontra-se em fase de padroniza¢do em nosso laboratorio.

Nossa caracterizacdo da bioenergética mitocondrial € apenas um passo na caracterizagao
do metabolismo mitocondrial como um todo, e diversas técnicas podem ser utilizadas para
complementar os dados da RAR, tais como avaliacdo de produg¢dao de EROs, avaliacao do
potencial de membrana mitocondrial e de marcadores de massa mitocondrial, como a citrato
sintase. Este ultimo ensaio poderia ter sido util na avaliacdo de possiveis perdas de massa
mitocondrial por parte do grupo IF48. A realizacdo de ensaios complementares ¢ importante
para uma caracterizagdo mais completa do metabolismo mitocondrial dos zebrafish em
resposta ao JI.

Os protocolos comportamentais aplicados podem e devem ser refinados. Os resultados
do TTN, ainda que promissores, apresentaram uma grande variacdo dentro dos grupos, como

discutido anteriormente. Ressalta-se a importancia de um ambiente com iluminagao uniforme
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para a realizagdo de experimentos com zebrafish em estudos futuros, onde seja possivel
controlar a intensidade da luz e possiveis marcadores no ambiente de testes. Nos também
testamos um numero limitado de paradigmas comportamentais. O estudo de paradigmas
adicionais, como o T-maze para memdria e aprendizado, teste de discrimina¢ao de objetos e
teste de esquiva inibitoria sdo possibilidades para uma caracterizagdo mais detalhada dos
efeitos do JI sobre o comportamento do zebrafish.

Em suma, neste trabalho conseguimos estabelecer com sucesso um protocolo de JI ADF
em zebrafish, bem como uma modificagdo deste protocolo para estudos exploratorios. Em
nossas investigacdes acerca da bioenergética, ndo encontramos alteracdes em resposta ao
protocolo IF24 nos parametros de respiracdo mitocondrial do coragdo e encéfalo, mas
observamos uma diminuicao significativa da respiragdo mitocondrial dos animais [F48, bem
como da capacidade de reserva respiratoria desses animais, um indicativo de perda de
plasticidade. As alteragdes no comportamento tipo-ansioso mostram um possivel efeito
ansiolitico relacionado ao JI ADF, no entanto, sdo necessarias investigagdes mais
aprofundadas para caracterizar melhor o comportamento desses animais. Em conjunto, os
dados reiteram os beneficios do JI como estratégia de emagrecimento e de intervengao contra
a obesidade, e lancam bases para diversas investigagdes futuras desta intervengdo em um

novo modelo animal.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, conseguimos estabelecer com sucesso um protocolo de JI ADF em
zebrafish, bem como uma versdo modificada deste para propodsitos de investigacdo. Os
animais submetidos ao JI apresentaram redugdo em parametros morfométricos, o que reitera
os impactos positivos associados ao JI e demonstra sua efetividade como uma possivel
estratégia de combate a obesidade, que deve ser investigada no futuro.

Nossas investigagdes acerca do metabolismo mitocondrial ndo apontaram disfungdo
mitocondrial no cora¢do e no encéfalo nos animais do grupo IF24, que foi submetido ao
protocolo de JI ADF, o que abre espago para uma miriade de novas questdes acerca de como
o JI pode afetar o metabolismo mitocondrial e vias relacionadas. A diminui¢ao da eficiéncia
do metabolismo mitocondrial cardiaco observada no cora¢do dos animais do grupo IF48,
submetido ao protocolo de JI ADF modificado indicam que esta talvez ndo seja a melhor
abordagem para a aplicacao de JI, ao menos no que concerne ao metabolismo mitocondrial.
Nao encontramos mudangas no comportamento de preferéncia social desses animais em
resposta ao JI, porém os animais [F24 apresentaram uma maior exploragdo na regido superior
no NTT, o que indica um possivel efeito ansiolitico. Ademais, a grande variabilidade dos
resultados indica que possivelmente ha efeitos externos intervindo nos resultados.

O estabelecimento com sucesso de um protocolo de JI abre a possibilidade de realizar
uma caracterizagdo mais aprofundada de seus efeitos em modelos animais. E possivel avaliar
outros parametros metabodlicos, como os niveis de glicose, triacilglicerdis e corpos cetdnicos,
outros efeitos subjacentes ao metabolismo mitocondrial, como o impacto da intervencao na
geracdo de EROs e na utilizacdo de substratos energéticos alternativos além dos que
fornecemos nos experimentos de RAR além de possiveis efeitos em outros tipos de
comportamento, como o aprendizado ou memoria de curto e longo prazo. E de fundamental
importancia avaliar o JI como uma estratégia de intervencao para obesidade, para entender os

reais beneficios dessa intervencao em individuos nao saudaveis.
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