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Hsu AKW. Jejum intermitente pré-laparotomia em ratos diabéticos, efeitos na glicose,
achados laboratoriais e histopatoldgicos. [tese]. Botucatu. Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista; 2022.

RESUMO

Introducéo e objetivos: o0 jejum intermitente € uma préatica nutricional em que o individuo
passa por uma grande restricdo de ingestdo de alimentos por varias horas ao longo do dia.
Visa melhorar o desempenho metabdlico e a resisténcia celular ao estresse. Neste estudo,
testamos o protocolo de jejum para investigar o efeito glicémico; alteracGes histopatoldgicas
hepéticas, renais, intestinais e de cicatrizacdo; estresse oxidativo; inflamacéo e bioquimicos
no periodo perioperatorio de laparotomia em ratos diabéticos.

Métodos: para este estudo foram utilizados ratos machos com diabete induzida com aloxana.
Dois grupos foram definidos de acordo com o protocolo de alimentacéo: comida livre (FF) e
jejum intermitente (IF) em que os ratos comem apenas 8 horas a luz do dia e posterior 16
horas de jejum intermitente. Apos 15 dias, ambos os grupos foram anestesiados e uma
laparotomia foi realizada. Os niveis de glicose foram avaliados durante o periodo peri e pos-
operatorio e foi realizada coleta laboratorial e histologia dos 6rgaos para verificar lesdo renal,
intestino, figado e o processo de cicatrizagdo de feridas cirdrgicas.

Resultados: como resultado foi possivel observar que os niveis glicémicos melhoraram no
grupo de jejum intermitente, principalmente no pés-operatdrio apds laparotomia. Comparando
os dois grupos, FF e IF, o dano tubular mostrou interdependéncia com camundongos com pior
nivel glicémico e os pardmetros de cicatrizagdo de feridas mostraram interdependéncia em
ratos com melhor estado glicémico para neovascularizacdo e presenca de glandulas sebaceas e
sudoriparas no processo de cicatrizagao.

Conclusao: a partir destes resultados, demonstra-se que o jejum intermitente antes da cirurgia
pode ser uma ferramenta para melhorar os niveis glicémicos e resultados renais e de
cicatrizacdo em ratos diabéticos, com melhora principalmente no periodo pés-operatorio.

Palavras-chave: Jejum Intermitente; Glicemia; Perioperatorio.



Hsu AKW. Intermittent fasting before laparotomy surgery: effect on glucose control and
histopatologic findings in diabetic mice. [Ph.D. thesis]. Botucatu: Medical School, Sdo Paulo
State University; 2022.

ABSTRACT

Background and objectives: intermittent fasting is a nutrition practice where individuals fast
several hours in a day, mainly with feeding time during the daylight hours. These seeks to
improve metabolic performance and cellular resistance to stress. In this study, we tested the
fasting protocol to investigate glycemic effect in laparotomy perioperative period in diabetic
rats.

Methods: for this study, rats were diabetic induced with alloxan. Two groups were set
according to the feeding protocol: free food (FF) and intermittent fasting (IF) where mice only
eat 8 hours in the daylight and fast 16 hours. Both groups were anesthetized, and a laparotomy
was done. The glucose level was evaluated during perioperative period, and laboratorial and
histological analysis in organs was done in order to look for damage of kidney; bowel; liver
and to evaluate surgical wound healing process.

Results: as a result, it was possible to observed that the glycemic level was improved in the
intermittent fasting group, especially in post-operative period after laparotomy. Comparing
both groups, FF and IF, tubular damage showed interdependency with mice with worse
glycemic level and wound healing parameters showed interdependency with rats with better
glycemic status for neovascularization and presence of sebaceous and sweat gland in the
healing process.

Conclusion: Therefore, we demonstrated that intermittent fasting before surgery can be a tool
to improve glycemic levels in diabetic rats, with better results of surgical cicatrization and less
renal impairment. These results were important especially in the postoperative period.

Keywords: Intermittent fasting; Glicemic level; Perioperative period.
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1 INTRODUCAO

O procedimento cirurgico é reconhecidamente essencial para o manejo de diversas
condicBes que afetam a salde [1]. Com o passar dos séculos e avangos da tecnologia na area
médica, as cirurgias vém se tornando cada vez mais especificas e eficazes, abrindo espaco
para procedimentos complexos como microcirurgias e cirurgias laparoscopicas [2].

Acompanhando os procedimentos cirargicos, 0s aspectos de cuidados também
evoluiram para otimizar a recuperagdo e evitar efeitos adversos. Tradicionalmente, as
recomendacdes referentes ao periodo perioperatorio de cirurgias eletivas eram determinadas
pelos chefes de cada servico de maneira empirica, sem embasamento cientifico, e assim
repassadas para as novas geracOes de cirurgides medicos. Estudos cientificos passaram a
confrontar essas préticas tradicionais utizadas, com o objetivo de evitar danos e trazer
beneficios ao paciente. Entretanto, em relacdo ao periodo pré-operatorio, existem ainda
poucos estudos e evidéncias de qual a melhor dieta o0 paciente precisa seguir antes de uma
cirurgia para otimizar seus resultados pds-operatorios [3]. Sabe-se que pacientes desnutridos
possuem piora nos seus desfechos, como aumento de infec¢do na ferida operatdria [4].

Diversos guidelines foram surgindo ao longo dos anos, visando minimizar o trauma
cirargico, a dor e as complicagdes pos-operatorias, a fim de diminuir o tempo de internacédo,
tornando a estadia mais curta e reduzindo, consequentemente, 0s custos a saude [5].

1.1 Protocolos: Eras e Acerto

No inicio do ano 2000, um grupo de pesquisadores europeus se uniram para formar
uma equipe multicéntrica visando criar protocolos baseados em evidéncias destinados a
melhor recuperacdo do paciente cirargico no periodo perioperatorio. Dessa unido surgiu o
termo ERAS que ¢é a sigla de Enhanced Recovery After Surgery (Otimizacdo da Recuperagdo
Pds-operatoria), um conjunto de medidas de cuidados pré, intra e pds-operatorios realizados
por uma equipe multiprofissional, destinado a otimizacdo da recuperacdo do paciente
cirurgico. Inicialmente o projeto se destinava a cirurgias colorretais, porém, em decorréncia
dos excelentes resultados encontrados, o projeto foi expandido para outras cirurgias. Hoje, o
ERAS se tornou uma sociedade internacional que visa desenvolver o cuidado perioperatorio,
melhorar a recuperacdo por meio de pesquisa, educacéo, auditoria de resultados, sempre com
medicina baseada em evidéncias. Com a introducdo dessas medidas, 0s pacientes se
recuperam mais rapido de grandes procedimentos, com reducdo do tempo de internacdo em
mais de 30% e, principalmente, diminuicdo do nimero de complicacdes, principalmente as
ndo cardiacas, em aproximadamente 40% [6, 7, 8, 9, 10].

Baseado no protocolo europeu ERAS surgiu no Brasil em 2005 o projeto ACERTO
(Aceleracdo da Recuperacdo Total Pés-operatéria). O protocolo brasileiro aborda temas como
a prevencdo de nduseas e vOmitos pds-operatdrios, a reducdo de uso de opidides no pos-
operatorio, o uso racional de antibioticos, a diminui¢cdo do jejum pré-operatério no dia da
cirurgia e realimentacdo no p6s-operatério [4].



Introducéo 12

Figura 1 - Principais pontos: adaptado do ACERTO [11]
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Os anestesiologistas foram pioneiros nessa revolugdo no campo cirdrgico, criando e
estudando diversas taticas para a melhor recuperacdo do paciente. Cabe a eles
importante papel nas medidas do protocolo, divididas entre cuidados pré, intra e pos-
operatorios [12, 13]. Entre as pré-operatorias incluem-se, além da orientacdo acerca do
protocolo, a auséncia de medicacdo pré-anestésica, 0 jejum ndo prolongado e 0 ndo preparo
do célon em cirurgia colo-retal. No periodo intraoperatorio o uso de agentes anestésicos de
acdo curta e a auséncia de drenos na maior parte dos procedimentos sdo algumas das
recomendac¢des mais comuns. Finalmente, no pds-operatorio, a remogdo precoce de cateteres,
a nao utilizacdo de cateter nasogastrico, a mobilizacdo precoce e a introdugdo, também
precoce, da dieta oral, fazem parte do protocolo [9]. Além, disso podemos também citar como
exemplos desses cuidados o tempo de jejum, a hidratagdo durante o procedimento cirurgico, a
realizacdo de bloqueios otimizando o menor uso de opidides, instalacdo de bombas de
analgesia e controle da dor pés-operatéria [12,13].

No campo do preparo pré-operatorio, um tema importante é a diminuicdo do jejum no
dia da cirurgia. Foi provado que o menor tempo de jejum no dia da cirurgia, utilizando
preparados de carboidratos de fécil absorcdo, diminui a sede dos pacientes e aumenta a
satisfacdo em relacdo ao tempo de espera para o procedimento [14, 15]. O protocolo Europeu
ERAS recomenda a reducdo na privacdo alimentar pré-operatoria, indicando jejum de 2 horas
para liquidos claros e de 8 horas para solidos, com o fornecimento de fluidos e bebidas
contendo carboidrato. No Brasil, o programa ACERTO recomenda a administragédo de uma
solugdo de carboidrato (maltodextrina) a 12,5%, fornecida 6 horas e 2 horas antes do
procedimento cirdrgico [16].

Contudo, ainda ndo existem protocolos padrdes para alimentagdo nos dias anteriores a
cirurgia, ndo se sabe se o tipo de dieta precedente a uma cirurgia influencia o resultado e a
melhor recuperacdo do paciente. Apenas existe evidéncia no grupo de pacientes desnutridos e
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com baixa albumina. Neles, sabe-se que otimizar nutricionalmente o estado proteico pré-
operatorio evita complicacfes e aumento de mortalidade [17].

Além disso, a terapia nutricional pré-operatéria tem ganhado maior importancia e
reconhecimento como componente de cuidados cirargicos, e a pré habilitacdo nutricional tem
se mostrado importante ferramenta nas medidas otimizando a recuperacao [18].

1.2 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas que compartilham a
elevacdo dos niveis de glicose no sangue como sintoma principal. A doenca decorre da
producdo inadequada de insulina pelo péancreas ou resposta inadequada das células do
organismo a insulina produzida. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), o nimero
de diabéticos subiu de 108 milhGes de pessoas em 1980 para 422 milhdes em 2014. Ela é a
maior causa de cegueira no mundo, faléncia renal, infartos, acidentes vasculares cerebrais e
amputacdo de membros [19]. No Brasil, segundo o Ministério da Saude, 8,9% da populacéo é
portadora da doenca e o crescimento foi de 61,8% nos ultimos 10 anos [20]. Em 2015, no
Brasil, 0 nimero de pessoas com diabetes, na faixa etéria de 20 a 79 anos, era de cerca de 14,3
milhdes de casos, com projecdo de 23,3 milhdes de diabéticos em 2040 [21].

Quando nos alimentamos, o corpo comeca com a digestdo e transformacdo dos
alimentos em glicose, proteinas e gorduras. A glicose € o grande combustivel para geracao de
energia no organismo, mas para que esse possa ser utilizado é preciso ser transportado na
corrente sanguinea e, depois, que entre no interior das células. Neste momento, entra em acéo
a insulina, que abre canais para entrada ou absorcdo da glicose nas células. Na doenca, o
pancreas comeca a diminuir a producdo de insulina ou as células do corpo iniciam com
resisténcia para o efeito do horménio. Como resultado, os niveis sanguineos de glicose
comegam aumentar silenciosamente. A hiperglicemia prolongada leva a glicosilacéo proteica,
que causara inflamacdo cronica, lesdes macro e microvasculares, levando a doenca
coronariana, hipertenséo, acidente vascular cerebral, nefropatia e neuropatias [22].

Sédo sintomas do diabetes e que auxiliam no diagndstico: sede constante, cansaco sem
razdo, vontade frequente de urinar, principalmente durante a noite, feridas que demoram ou
ndo cicatrizam, perda de peso, visdo turva, dorméncia e/ou formigamento nos pés e nas maos
e infecgOes constantes [23].

O diagndstico se baseia nos critérios da Associacdo Americana de Diabetes (ADA),
que também guiam a Sociedade Brasileira. Um dos critérios mais importantes € a glicemia de
jejum maior ou igual a 126 mg/dL ou maior ou igual a 200mg/dL, resultado da glicemia de 2
horas apds receber 75 g de glicose (teste de tolerancia oral a glicose). A glicemia cima de 200
mg/dL associada aos sintomas também é considerada critério. E necessaria a confirmacio
com a repeticdo dos exames. A hemoglobina glicada, teste laboratorial que reflete a glicose
média dos ultimos 3 meses, também é utilizada como critério quando os resultados séo
maiores ou igual a 6,5% [24].

1.3 Consideragdes cirurgicas em pacientes diabéticos

Pessoas com diabetes tém maior probabilidade de necessitarem de procedimento
cirirgico do que pessoas sem diabetes [25]. Estima-se que 25% dos pacientes diabéticos
necessitardo de algum procedimento cirdrgico ao longo da vida [26].

A presenca de diabetes ou hiperglicemia em pacientes cirargicos podem aumentar a
morbidade e mortalidade perioperatéria em até 50% [27]. Estas altas taxas podem ser
consequéncia de diversos fatores que incluem: falha na identificacdo de pacientes com
diabetes ou hiperglicemia; multiplas comorbidades, incluindo complicagcdes microvasculares e
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macrovasculares; uso de medicagOes complexas e erros de prescricdo de insulina; aumento
das infeccbes peri-operatorias e pés-operatorias; hipoglicemia e hiperglicemia associadas;
auséncia ou inadequada diretriz institucional para o manejo de diabetes ou hiperglicemia em
pacientes internados e conhecimento inadequado sobre controle de diabetes e hiperglicemia
entre a equipe que presta cuidados [27]. Moningi et al. mencionam que a neuropatia
autondmica causada pela doenca pode ser um desafio para o periodo perioperatorio e esta
relacionada ao aumento da morbimortalidade [26]. O controle glicémico inadequado é fator
de risco para sepse pos-operatoria, aumento da inflamacdo e disfuncdo endotelial, isquemia
cerebral e dificuldade na cicatrizagdo de feridas [26].

A cirurgia predispde o individuo diabético a diversas perturbacGes do metabolismo,
levando a uma resposta neuroenddcrina. O trauma cirdrgico aumenta a producdo de
horménios do estresse, como as catecolaminas e o cortisol, que sdo hormdnios que diminuem
a sensibilidade insulinica das células. Em adicéo, ocorre a liberacdo de interleucinas e fator de
necrose tumoral, substancias que aumentam o estado inflamatério do paciente. Além disso,
esse trauma diminui a secrecdo pancredtica de insulina e faz aumentar a liberacdo dos
horménios contrareguladores a ela; como glucagon e horménio do crescimento (GH). Devido
a toda essa resposta ao estresse, é gerado um desbalango hormonal, com diminuicdo da
secrecdo e acdo da insulina, levando o paciente a um estado catabolico importante, com
hiperglicemia e cetose p6s-operatoria [26].

Além disso, medicamentos, anestésicos e sedativos utilizados no processo anestésico
também podem influenciar no nivel de glicemia dos pacientes e até mesmo mascarar sinais e
sintomas comuns de hipoglicemia. Alguns agentes anestésicos podem reduzir a secrecdo de
horménios catabolicos ou alterar a secrecdo de insulina em pacientes diabéticos com secrecao
residual de insulina [28]. O etomidato, por exemplo, usado para inducdo de anestesia geral
com acdo hipnoética, inibe a sintese adrenal de esteroides e desencadeia uma reducdo na
resposta hiperglicémica a cirurgia [29].

Por fim, é importante ressaltar que os cuidados perioperatorios do paciente diabético
sdo um desafio a equipe assistente e a otimizacdo dos niveis glicémicos pré-operatérios em
cirurgias eletivas é de extrema importancia a fim de evitar resultados adversos [30].

1.4 Jejum intermitente

Em 2016, o prémio Nobel de medicina foi para o cientista Yoshinori Ohsumi que
realizou estudo que relaciona o jejum com a autofagia celular e 0 aumento da expectativa de
vida. Sua pesquisa apontou que a privacdo de alimentos de forma controlada pode ativar
mecanismos de autodefesa das células que garantem a elas maior longevidade [31].

Se olharmos nosso passado e mesmo para 0s animais selvagens é possivel verificar
que os padrdes de alimentacdo de muitos mamiferos sdo caracterizados por periodos
prolongados de jejum, diferente do que vemos hoje com os habitos do homem moderno e até
com animais domesticados. Os carnivoros podem matar e comer suas presas apenas algumas
vezes por semana ou ainda menos frequentemente, e 0s primatas cacadores-coletores,
incluindo aqueles que vivem hoje, muitas vezes comem de forma intermitente dependendo da
disponibilidade de comida. A capacidade de funcionar em alto nivel, tanto fisicamente quanto
mentalmente, durante periodos sem alimentacdo pode ter sido de importancia fundamental em
nossa evolugdo. Muitas adaptacbes para periodos de escassez sdo conservados entre
mamiferos, incluindo 6rgdos para a absorcdo e armazenamento de glicose rapidamente
mobilizavel (reservas de glicogénio hepético) e de longa duragdo substratos de energia, como
acidos graxos em tecido adiposo [32].
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Estas adaptacbes parecem ocorrer ndo apenas no aspecto metabolico, mas, também,
cognitivo. Como citado por Longo et al, em mamiferos, a restricdo calorica grave resulta em
atrofia da maioria dos 6rgéos, exceto do cérebro, sugerindo que a manutencéo da funcéo cognitiva
seja determinante para sobrevivéncia, mesmo sob condicao de escassez alimentar [33]. Em teoria,
esta melhora cognitiva aumentaria as chances de o animal/individuo criar maneiras de encontrar
alimento. Em um estudo publicado por Lee et al, com 56 ratos adultos, onde um grupo foi
submetido a alimentacéo livre e outro com alimentac&o controlada em dias alternados, foi visto
que o jejum pode aumentar a fungdo cerebral, indicada pela melhora no desempenho de testes
comportamentais de funcéo sensorial e motora, além de aprendizado e memoria [34].

O desenvolvimento e evolucdo da agricultura e técnica de conservacdo de alimentos
possibilitaram um cenario em que temos mais comida a nossa disposi¢do e assim as refeicdes
ao longo do dia se tornaram um habito. O consumo diario de refei¢cbes de alta densidade
energética, associado ao estilo de vida sedentario, contribui de maneira plausivel para o
surgimento da obesidade e doencgas relacionadas, como as principais causas de morbidade e
mortalidade [35].

Assim, o0 jejum intermitente como pratica nutricional vem ganhando vérios adeptos e
tem sido comprovadas evidéncias cientificas com bons resultados. Nele restringe-se as horas
do dia de alimentacdo, intercalando alguns periodos de jejum na semana. Inicialmente, foi
percebido seus resultados em populacfes que o realizavam a partir de préaticas religiosas como
0 Ramada. Apo6s foi extrapolado em diveros protocolos como estratégia pensada para a perda
de peso. Diversos estudos tém mostrado beneficios além controle peso corporal como a
diminuicdo da resisténcia a insulina, inflamacéo, reducdo dos niveis pressoricos e do estresse
oxidativo. [36, 37, 38].

Acredita-se que o jejum intermitente age principalmente de duas formas. A primeira é
relacionada ao ritmo circadiano. O ritmo circadiano é o relégio organico num periodo de 24
horas (ou um dia) no qual se baseia o ciclo bioldgico de quase todos seres vivos. O ciclo
regula todos os ritmos fisioldgicos (como secrecdo de hormdnios) bem como muitos dos
ritmos psicoldgicos do organismo.

A principal hipétese do mecanismo de acdo do jejum intermitente é o retorno do
organismo a sua programacdo ancestral. Nos periodos de luz ocorre alimentacdo e maior
atividade e no periodo noturno, onde os animais ficam de jejum, ocorre o descanso, 0 sono e a
reparacao celular e tecidual. Esse tempo de jejum otimiza a secre¢do hormonal programada
pelo organismo [39].

A segunda forma de acdo do jejum intermitente é por meio da sele¢do da microbiota
intestinal. Quando ocorre privacdo de energia, acredita-se que o jejum seleciona bactérias
menos inflamatdrias e danosas para o organismo. Essas bactérias, mais adaptadas a privacao
de energia, causam menos alteracdes na permeabilidade intestinal e menor trasladacdo das
mesmas, diminuindo a inflamag&o sistémica do organismo.

Além dos efeitos relacionados acima, o jejum intermitente ja foi correlacionado com
protecdo contra desenvolvimento de doencas metabolicas e do cancer. Em estudo publicado
no periddico DIABETES, em abril de 2018, foi provado que o jejum intermitente diminuiu
retinopatia em ratos e prolongou a sobrevivéncia dos mesmos, apesar de ndo haver
diminuicdo da hemoglobina glicada [37, 40].

Por fim, o jejum intermitente também esta correlacionado com maior regeneracao
celular, diminuicdo da inflamagdo e aumento da resisténcia corporal ao estresse oxidativo,
fatores sempre implicados no processo de trauma cirdrgico e recuperacdo pés-operatoria [41,
42, 43].

Visto isso, se faz necessario buscar mais infomagbes sobre os efeitos do jejum
intermitente no momento pré-cirurgico e beneficios para 0 momento pos-cirdrgico.
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2 HIPOTESE

A hipdtese principal da pesquisa é que 0 jejum intermitente modifica e diminui a
glicemia de jejum frente a um trauma cirurgico em ratos diabeéticos.
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3 OBJETIVOS

O objetivo desse estudo é avaliar se a pratica de jejum intermitente, dias antes da
cirurgia, modifica e melhora os resultados glicémicos em procedimento de laparotomia em
ratos diabéticos.

3.1  Objetivos secundarios

a) Avaliar a perda ponderal;

b) Avaliar marcadores inflamatérios, bioquimicos e de estresse oxidativos pos-
operatorios;

c) Awvaliar a cicatrizagdo pos-operatoria e a lesdo de orgédos por histologia.
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4 METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com o guia ARRIVE (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) [44] e foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai (URI) Campus
de Erechim (Anexo 1).

4.1 Amostra

O tamanho da amostra foi estimado considerando 80% de poder e 5% de significancia
para teste de hipotese bicaudal para duas amostras (‘power.t.test{stats}’). Para tanto, foi
selecionada a diferenca das médias da glicose 48 horas ap0s a laparotomia entre 0s grupos
experimentais (118 mg/dL), bem como o desvio-padrdo comum de ambos os grupos em 48
horas pos-laparotomia (70 mg/dL) para a estimativa. Dado os limites supracitados, estimou-se
7 animais para cada grupo.

4.2 Confinamento

Os ratos (40 da raca Wistar) utilizados foram confinados no biotério da Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai - Campus Erechim (URI ERECHIM) em gaiolas com 4
individuos em cada. O ambiente era livre de patdgenos e em condi¢des de temperatura
controlada de 20 °C — 24 °C. O ciclo de luz foi fixado em 12 horas, sendo 12 horas com luz e
12 horas no escuro, iniciando as 8 horas. Todos os ratos receberam &gua ad libitum e
alimentacdo padrdo conforme protocolo de jejum.

4.3 Inducéo do Diabetes Mellitus

A inducdo da Diabetes Mellitus foi realizada com a administracdo de Aloxano [45]
(em solucdo de citrato de s6dio 100 mM, pH 4,5) na dose de 150 mg/kg, ap6s um periodo de
jejum de 12 horas, via intraperitoneal, dose Unica. Ap6s 6 horas da inducdo, foi fornecida
glicose 10% como Unica fonte hidrica, durante 24 horas para evitar uma hipoglicemia fatal,
devido a liberacdo macica de insulina pelas células beta remanescentes das Ilhotas de
Langerhans. Apos 7 dias, 13 ratos que tinham a glicemia > 200 mg/dL e foram selecionados
para seguir com o experimento.

44 O jejum

Os ratos foram randomizados em dois grupos: um submetido a um jejum intermitente
(IF — Intermittent fasting) e outro submetido a uma alimentacgéo livre (ad libidum) (FF — free
food). A randomizacdo foi realizada por programa especifico e distribuida em envelopes
opacos e selados. Apenas os tratadores tinham a informagé&o a qual grupo o animal pertencia.

O primeiro grupo foi submetido a um jejum intermitente num protocolo de 16 horas de
jejum e 8 horas de alimentacdo liberada. Todo o montante de alimentacdo foi colocado no
inicio do ciclo de luz as 8 horas para mimetizar a ingestao de alimentos a luz do dia e retirada
as 16h. O esquema de alimentacéo foi intercalado em 2 dias de jejum e 1 dia de alimentagéo
livre, neste momento foi utilizado o mesmo padrdo de alimentagédo do grupo FF.

No segundo grupo (FF), os ratos receberam alimentacdo duas vezes por dia, as 8h e as
20h.

Em ambos os grupos a quantidade de calorias e nutrientes diarios foi a mesma (ragéo
balanceada para ratos - racdo comercial padrdo). A &gua esteve sempre disponivel 24 horas
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para ambos os grupos. A quantidade de racdo foi de 20 g/dia prorcionada de acordo com
alimentacédo do dia: 10g para cada horario para o grupo nédo jejum as 8h e as 20h e 20 gramas
em uma porg¢do Unica no grupo jejum as 8h. Caso os ratos ndo consumissem toda a racdo apos
as 18h ela era retirada para cumprir 8 horas de intervalo de alimentacao no grupo jejum.

Os ratos realizaram essa dieta por 15 dias antes da cirurgia de laparotomia. Durante
periodo entre a inducdo e confirmacdo da diabetes e inicio do protocolo jejum os ratos
receberam alimentacéo ad libidum.

45  Pesagem dos animais

Os animais de cada grupo foram pesados em balanca digital, antes dos procedimentos.
Durante o tratamento a pesagem foi realizada uma vez por semana no decorrer dos 15 dias de
tratamento de alimentagéo.

4.6  Controle glicémico

Todos os ratos foram submetidos a exame de controle glicémico com glicosimetro
One Touch Ultra Mini diariamente antes da alimentacdo das 8h da manhd. O exame foi
realizado pelos tratadores todos os dias ap6s os cliclos de jejum com a finalidade de
diagnosticar episodios de hipoglicemia, imediatamente ap6s a cirurgia e a cada 6 horas no
pOs-operatdrio até a eutanasia.

4.7  Anestesia e cirurgia

O procedimento foi realizado em sala cirurgica acompanhado por médico especialista
veterinario. A sala foi aclimatizada para evitar hipotermia, bem como durante a recuperagao
anestésica.

Todos os ratos foram anestesiados com cetamina 80 mg/kg e xilazina 10 mg/kg
administradas intraperitoneal em quadrante abdominal inferior direito. Utilizou-se dipirona
150 mg/kg e morfina 2 mg/kg pela via subcutanea para promover analgesia. Antes da inciséo
cirurgica, infiltrou-se o abdémen do animal com lidocaina 0,5% na dose de 2 mg/kg para
associacao analgésica. Foi colocada pomada protetora nos olhos para evitar lesdo de cornea.

Sob condic¢bes assepticas, foi realizada a incisdo de laparotomia de aproximadamente
3 c¢cm e posterior sutura da incisdo com pontos continuos de polipropileno 2.0 e nylon 3.0 para
a pele. Ap0s a cirurgia ambos 0s grupos retornaram para o protocolo de dieta livre.

4.8  Analgesia pos-operatéria

Todos os ratos receberam analgesia com dipirona 150 mg/kg e morfina 2 mg/kg por
via subcutanea de 4/4h nas primeiras 72h pos cirurgia. Para os ratos que apresentaram sinais
de dor foi utilizado resgate de morfina de 1mg/kg a cada 2h.
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49  Poés-operatorio

No pds-operatdrio todos os ratos retormaram para dieta livre conforme o grupo néo
jejum. Foi realizado controle glicémico 6/6h.

4.10 A Eutanésia

Apdbs 48h de pds-operatdrio os ratos foram eutanasiados. Foi utilizada dose letal de
Tiopental (150 mg/kg) e Lidocaina (10 mg/mL) por via intraperitoneal. Foi coletado sangue
do coracdo do rato por puncdo cardiaca para dosagem de testes de estresse oxidativo e
bioquimicos. Também foi realizado retirada da cicatriz abdominal para estudo da cicatrizagdo
e quantidade colageno [48, 49].

Fragmentos do rim, figado, intestino duodenal e ferimeto cirdrgico foram coletados
para avaliacdo histologica.

4.11 Coleta e armazenamento das amostras

Apbs a eutandsia foram realizadas coletas de sangue diretamente do coracao do rato.
As amostras de plasma com EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) foram encaminhadas
ao laboratdrio para centrifugacdo a 3500 rpm por 15 minutos, sendo as mesmas aliquotadas
em criotubo e armazenadas em ultrafreezer Indrel IULT 335D-486 a -80 °C para posterior
realizacdo das analises laboratoriais. Desse sangue foi realizado controle glicémico e dosados
marcadores inflamatorios: interleucinas 4 (1L4), 6 (IL6), 10 (IL10) e TNF-o (Fator de necrose
tumoral alfa).

Foram retiradas amostras de cérebro, coracdo, figado e rim e armazenadas em solugédo
salina a -80 °C. As amostras de tecidos foram homogeneizadas por 5 minutos, centrifugadas a
14000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi utilizado na realizacdo da analise de
peroxidacao lipidica, para avaliacdo de estresse oxidativo.

4.12 Parametros inflamatorios

Avaliou-se o perfil inflamatdrio dos ratos em estudo a partir da amostra de plasma,
pela dosagem de interleucinas pro e anti-inflamatérias, sendo analisados a IL-10 como
marcador anti-inflamatério, a IL-4, IL-6 e TNF-o como marcadores pro-inflamatérios e o
NGAL como marcador de dano renal. Os kits utilizados para as dosagens foram:

Rat IL-4 Elabscience, cddigo E-EL-R0014,
Rat IL-6 Elabscience, cdigo E-EL-R0015,
Rat IL-10 Cloud-Clone, cddigo SEAO056Ra
Rat TNF-a Elabscience, codigo E-EL-R0019,
Rat NGAL Elabscience, cddigo E-EL-R0662.

Para realizacdo dos ensaios procedeu-se a preparagdo dos reagentes conforme
orientacdo do fabricante. Para realizacdo da curva padréo procedeu-se a adicdo de 1,0 mL de
diluente ao tubo contendo a concentracdo padréo, a partir da qual realizou-se sete dilui¢des
seriadas para obtencdo de diferentes concentragdes (concentragGes de cada curva descritas
abaixo), os resultados obtidos na curva padrdo foram plotados em grafico para obtencéo da
equacao dos graficos e realizacao dos calculos das amostras.
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IL-4: 0; 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL;

IL-6: 0; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 pg/mL;

IL-10: 0; 15,6; 31,2; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL,;

TNF-a: 0; 78,13; 156,25; 312,5; 625; 1250; 2500 e 5000 pg/mL;
NGAL: 0; 62,5; 125; 250; 500; 1000; 2000 e 4000 pg/mL.

Apds a diluicdo das concentracdes padrdes para curva iniciou-se 0 ensaio no qual
pipetou-se 100 pL do padrdo ou amostra em seu respectivo poco na placa de ensaio e
incubou-se por 90 minutos a 37 °C. As amostras foram analisadas em duplicata para garantir a
confiabilidade do ensaio. Sequencialmente pipetaram-se o0s reagentes indicados pelo
fabricante, incluindo anticorpo secundario e substrato/enzima, alternando procedimentos de
incubacéo a 37 °C e de lavagem, ao final pipetou-se 100 pL de solucéo de parada e procedeu-
se a leitura a 450 nm, em espectrofotometro de microplacas Multiskan™ GO (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos da América— EUA).

4.13 Parametro oxidativo — TBARS

A avaliagdo do pardmetro oxidativo de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) constitui um marcador pré-oxidante de grande relevancia biologica. Procedeu-se a
analise em quadriplicata pelo protocolo de Jentzsch et al. [46]. Essa técnica tem como
objetivo medir a formacdo de malondialdeido (MDA), que compreende uma substancia
formada pela reacdo das espécies reativas com os lipidios de membrana, reacdo esta
denominada lipoperoxidacdo (LPO). A LPO promove alteracbes na membrana que
comprometem a permeabilidade e a matriz extracelular, e ocasiona perda de seletividade. Para
medicdo do MDA liberado pela LPO, as amostras foram aquecidas na presenca de &cido
tiobarbiturico, formando um composto de coloracdo rosa, o protocolo experimental foi
executado nas amostras de plasma e tecido (cérebro, coracao, figado e rim) e apds um periodo
de incubacdo a 90 °C por 60 minutos o composto formado foi medido
espectrofotometricamente a 532 nm, os resultados obtidos foram expressos em nmol
MDA/mL [46, 47].

4.14 Parametros bioguimicos

Tendo como objetivo a correlacdo de varidveis e definicdo de caracteristicas
bioquimicas, realizou-se um conjunto de parametros bioguimicos complementares a partir da
avaliacdo da amostra plasma, que incluiram: proteinas totais, creatinina e acido urico. Para
estas dosagens foi empregado o procedimento analitico padronizado no laboratério em
conformidade ao protocolo definido pelo fabricante dos kits comerciais utilizados (Gold
Analisa Diagnostica Ltda — Belo Horizonte, MG, Brasil), procedendo as leituras em
espectrofotometro UV/VIS 5300PC (Shanghai Metash Instruments Co. — China).
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Proteinas totais

A determinacdo das proteinas totais fundamentou-se no método colorimétrico-Biureto
pela na reacdo das ligacGes peptidicas das proteinas com ions cuprico em meio alcalino
(reagente de Biureto), formando um complexo de coloracgdo violeta, para tal pipetou-se 20 pL
de amostra ou padréo e 1000 pL de reagente de Biureto e incubou-se a 37 °C por 10 minutos,
ao final procedeu-se a medicdo da absorbancia a 545 nm. A quantidade de proteinas totais foi
diretamente proporcional a absorbancia, sendo os resultados expressos em g/dL.

Creatinina

A creatinina corresponde a um importante marcado renal, sua analise fundamenta-se
no método cinético-colorimétrico promovendo a reacdo desse metabolito com o reagente
picrato em meio alcalino, formando um complexo colorido, laboratorialmente mede-se a
velocidade de formacdo desse complexo. Para o procedimento laboratorial pipetou-se 100 pL
da amostra ou padrdo e 1000 pL do reagente de trabalho (acido picrico e tampao) em cubeta
termostatizada a 37 °C e procedeu-se as leituras apos 30 e 90 s a 510 nm, os resultados foram
calculados e expressos em mg/dL.

Acido Urico

A determinacdo do marcador acido drico fundamentou-se no método enzimatico-
colorimétrico avaliando a oxidacdo desse componente pela enzima uricase em alantoina, CO>
e H2O>. Sequencialmente na reagdo tém-se a copulagdo oxidativa, catalisada pela peroxidase
(POD), onde o0 H20. reage com o diclorofenolsulfonato (DCFS) e com a 4-aminoantipirina (4-
AMP), produzindo um composto denominado antipirilquinonimina de cor vermelha, o qual é
medido no espectrofotdometro a 505. Para o procedimento laboratorial pipetou-se 20 pL da
amostra ou padréo e 1000 uL do reagente de trabalho e incubou-se a 37 °C por 10 minutos, 0s
resultados foram calculados e expressos em mg/dL.

4.15 Analise histologica

Para analise histologica o material foi preservado, fixado em parafina e os slides
corados com hematoxilina e eosina. Os graus de lesdo das amostras foram classificados
qualitativamente por histologista em ausente, suave, moderada e severa (0, 1, 2, 3). A
avaliacdo do rim envolveu o grau de dano glomerular e tubular; para a avaliacdo do figado, a
presenca de esteatose e necrose. Para o segmento duodenal foi avaliado a destruicdo das
vilosidades e a presenca de células inflamatdrias. Por fim, na ferida operatdria verificou-se a
presenca de células inflamatérias, reepitelizacdo da pele, fibroplasia, colagenizacao,
vasodilatacdo, neovascularizacdo e presenca de glandulas sebaceas e sudoriparas no processo
de cicatrizagéo.

4.16 Anélise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas por cientista de dados no software R
com o ambiente de desenvolvimento integrado RStudio (versédo 4.1.0 (2020-06-22), RStudio,
Inc.). As fungdes e os pacotes utilizados foram apresentados no formato ‘fungdo {pacote}’. OS
resultados foram expressos em média e desvio padrdo, sendo considerados estatisticamente
significantes as diferencas em que a probabilidade de rejeicdo da hipdtese nula foi menor que
5% (p<0,05).
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O tamanho da amostra foi estimado considerando 80% de poder e 5% de significancia
aplicando teste de hipotese bicaudal para duas amostras (‘power.t.test{stats}’). Para tanto, foi
selecionada a diferenga das médias da glicose 48h ap6s a laparotomia entre 0s grupos
experimentais (118,5 mg/dL), bem como o desvio-padrdo comum de ambos os grupos em 48h
pos-laparotomia (70,30693 mg/dL) para a estimativa. Dado os limites supracitados, estimou-
se 7 animais para cada grupo.

Para investigar as mudancas no nivel de glicose intergrupo (IF vs FF) em cada
momento de avaliacdo e intragrupo ao longo dos protocolos de jejum pré-laparotomia (1° vs
2° vs 3° vs 4° vs 5° vs 6° vs 7° vs 8° vs 9° vs 10° vs 11° protocolo de jejum) e avaliagdes pds-
laparotomia (0 vs 6 vs 12 vs 18 vs 24 vs 30 vs 36 vs 42 vs 48h apos a laparotomia) foram
conduzidos modelos lineares mistos (‘lmer{lme4}’). Ademais, as mudancas intragrupo do
peso (inicio vs ap6s uma semana vs final dos protocolos de jejum) e da circunferéncia
abdominal dos ratos ao longo do tempo (inicio vs final dos protocolos de jejum), bem como as
comparac0es intergrupo (IF vs FF) também foram conduzidas por modelos lineares mistos. O
erro residual de todos os modelos lineares mistos (‘residuals{stats}’) mostraram distribui¢ao
assumida como gaussiana por graficos quantil-quantil (‘qqnorm{stats}’) e pelo teste de
Shapiro-Wilk (‘shapiro.test{stats}’), sendo que para as avaliagcGes pré-laparotomia de glicose
e circunferéncia abdominal foi usada a transformacdo de Box-Cox (lambda de 1,82954 e -
5,977124 respectivamente) (‘powerTransform{car}’). Os modelos lineares mistos ajustados
incluiram a interagdo entre grupos e momentos como efeito fixo e os ratos como efeito
individual aleatério. Comparac6es multiplas foram performadas no pos-teste com a corre¢do
do procedimento de Bonferroni, assumindo significancia de 5% (‘lsmeans{lsmeans}’ e ‘cld
{multcomp}’). Gréficos de caixas (‘ggplot{ggplot2}’) foram construidos para apresentar os
resultados desta comparacao.

Para identificar as interdependéncias entre os dois grupos, os intervalos de glicose e 0s
achados histopatoldgicos qualitativos, foi realizada uma analise de correspondéncia multipla
(MCA). A priori, os valores de glicose coletados 48h pds-laparostomia foram categorizados
em 4 classes de acordo com os valores extremos (minimo e maximo), bem como o primeiro,
segundo, terceiro e quarto quartil, a saber: de 284 a 300, de 301 a 374 , de 375 a 412 e de 413
a 483 mg/dL. A posteriori, a matriz formada pelos grupos, classes de glicose e os achados
qualitativos da histopatologia foi convertida em uma tabela de Burt e submetida ao teste do
qui-quadrado. Investigar a existéncia de uma relacdo ndo aleatéria entre as linhas e colunas da
matriz, bem como extrair os residuos (valor observado subtraido do valor esperado) que
foram ajustados e padronizados pelo escore z-normal (valor observado subtraido do valor
esperado dividido pela raiz quadrada do residuo). A tabela de Burt representa a unido de
varias tabelas de contingéncias (obrigatoriamente 2x2) em uma Unica tabela, possibilitando
sua analise multipla (varias tabelas de contingéncia). Quando a ocorréncia de uma das classes
de varidveis diferentes, foi elevada concomitantemente entendeu-se como sendo uma
interdependéncia significativa entre as varidveis qualitativas. Portanto, o0s residuos
padronizados pelo escore z (Z)> 1,65 e> 1,96 determinaram a existéncia de interdependéncias
com significancia de 10 e 5% respectivamente entre as classes das varidveis qualitativas,
quanto maior a distancia do ponto de corte estabelecido por Z , maior serd a magnitude da
interdependéncia. Quando Z foi <-1,65 ou <-1,96, indicou a inexisténcia de interdependéncias
com significancia de 10 e 5%, respectivamente.

Finalmente, os testes foram mostrados em um mapa perceptivo bidimensional. As
interdependéncias de interesse apontadas pelo Z, bem como a construgdo de elipses
confidentes com a distribuigéo da densidade dos ratos de ambos 0s grupos experimentais para
um julgamento visual qualitativo. Para confirmar a separacdo entre as elipses dos grupos, o
escore individual de cada rato foi extraido das duas primeiras dimensdes, que € um coeficiente
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que representa a interdependéncia multipla entre as varidveis. As variagdes nas pontuacées
individuais em funcdo dos grupos foram investigadas por regressdo linear simples. Foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk, e as comparaces multiplas foram feitas com a correcéo do
procedimento de Bonferroni com significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Para este estudo foram utilizados inicialmente 40 ratos, destes, 13 foram selecionados
e foram divididos em dois grupos: IF, jejeum intermitente e FF, alimentacéo livre.

Na comparacdo intragrupos ao longo dos protocolos de jejum pré-laparotomia, 0s
ratos do grupo IF apresentaram glicose no 1° protocolo maior em relagdo ao 4° protocolo e
houve equilibrio na variacdo da glicose a partir do 5°, enquanto para os do grupo FF a glicose
no 3° protocolo foi menor em relagdo ao 6°, 10° e 11° representando uma instabilidade na
curva glicémica ao longo dos 11 protocolos.
Na comparacgéo intergrupos, os ratos do grupo IF apresentaram glicose menor em comparagéo
aos do grupo FF no 2°, 4° 6° 8° 9° 10° e 11° nos momentos de jejum. As alteracdes de
glicose sugerem uma glicemia mais baixa e mais estavel nos ratos do grupo IF ao longo dos
11 protocolos de jejum (Figura 2). Além disso, os ratos de ambos 0s grupos reduziram o peso
ap6s os 11 protocolos de jejum e apenas os do grupo IF apresentaram reducdo da
circunferéncia abdominal (Figura 3).

Figura 2 - Grafico da glicose (mg/dL) de ratos submetidos a jejum intermitente ou ingestdo de comida livre
avaliados ao longo de 11 protocolos de jejum prée-laparotomia
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Os limites inferior e superior da caixa representam respectivamente o primeiro e terceiro quartil dos dados; a linha horizontal
mais expessa dentro da caixa indica a mediana; o losango indica a média; circulos pretos indicam outliers; Niveis glicémicos
do protocolo de jejum pré-laparotomia mostrando comparagdo entre 0s grupos (verde e azul) e comparagdo ao longo do
tempo em relagdo ao primeiro momento apenas para 0 grupo em jejum intermitente (verde) e o grupo de alimentagao livre
(azul). Comparagdes multiplas foram conduzidas por modelos lineares mistos com pos-teste corrigido por procedimento de
Bonferroni apds transformacédo de Box-Cox para atender a pressuposicdo de normalidade (p<0,05). Os dados apresentados na
figura representam os valores originais (ndo transformados).

Fonte: material elaborado pelo autor.
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Figura 3 - Grafico do peso (g) e da circunferéncia abdominal (cm) de ratos submetidos a jejum intermitente ou
ingestdo de comida livre avaliados ao longo do tempo
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Os limites inferior e superior da caixa representam respectivamente o primeiro e terceiro quartil dos dados; a linha horizontal
mais expeca dentro da caixa indica a mediana; o losango indica a média; circulos pretos indicam outliers; Comparagdo do
peso e circunferéncia abdominal entre os grupos (verde e azul) e comparagdo ao longo do tempo em relagdo a0 momento
inicial apenas para o grupo em jejum intermitente (verde) e grupo de alimentagdo livre (azul). Comparagdes multiplas foram
conduzidas por modelo linear generalizado com pds-teste corrigido por procedimento de Bonferroni (p<0,05).

Fonte: material elaborado pelo autor.
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No controle glicémico pds-operatorio, os ratos do grupo IF apresentaram glicose mais
elevada em 0 horas ap0s a cirurgia em comparacdo com 30, 36, 42 e 48 horas pos-laparotomia
e houve estabilizacdo da variacdo da glicemia a partir de 6 horas apds a opera¢do. No grupo
FF, eles também apresentaram glicose mais elevada O horas ap6s o procedimento em
comparacdo com 30, 36 e 42 horas pos-laparotomia, porém apds 6 horas a curva glicémica
pos-operatdria permaneceu instavel (Figura 4). Na comparacao intergrupos, 0s ratos do grupo
IF apresentaram glicose menor em comparac¢do aos do grupo FF em todos os momentos de
avaliacdo. Essas alteracdes na glicose sugerem uma glicemia mais baixa e mais estavel em
ratos do grupo IF apos a laparotomia.

Figura 4 - Gréfico da glicose (mg/dL) de ratos submetidos a jejum intermitente ou ingestdo de comida livre
avaliados ao longo de 48 horas ap6s laparotomia
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Os limites inferior e superior da caixa representam respectivamente o primeiro e terceiro quartil dos dados; a linha horizontal
mais expega dentro da caixa indica a mediana; o losango indica a média; circulos pretos indicam outliers; Niveis glicémicos
do protocolo de jejum pés-laparotomia mostrando comparagdo entre os grupos (verde e azul) e comparagdo ao longo do
tempo em relagdo ao primeiro momento apenas para 0 grupo em jejum intermitente (verde) e grupo de alimentacéo livre

(azul). Comparagdes multiplas foram conduzidas por modelos lineares mistos com pos-teste corrigido por procedimento de
Bonferroni (p<0,05).

Fonte: material elaborado pelo autor.
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A andlise histologica mostrou que ratos com glicose > 413 mg / dL (quarto quartil),
independente do grupo, apresentaram interdependéncia com escore de dano tubular 3 (Z =
2,3; p = 0,0215). Animais com glicose de 301 a 374 mg / dL (segundo quartil) apresentaram
interdependéncia com escore 3 para neovascularizacdo (Z = 2,2; p = 0,0273) e glandula
sebédcea e sudoripara (Z = 2,30; p = 0,0215). Os demais parametros histol6gicos néo
mostraram interdependéncia estatistica. Além disso, a distancia entre as elipses no mapa
perceptivo sugere uma separacao dos animais submetidos ao jejum intermitente daqueles com
alimentacéo livre (Figura 5). A separacao visual das elipses mais os achados de Z sugerem um
padréo de resposta em que ratos com melhor controle glicémico apresentaram dano mais leve
ao tecido renal, maior grau de neovascularizacdo e presenca de cicatrizacdo de glandulas
sebéceas e sudoriparas apds laparotomia.

Pela andlise dos residuos do teste de qui-quadrado padronizados pela escala z-normal
(2) (Apéndice 1) foi possivel observar que ratos do grupo FF mostraram uma tendéncia a ndo
interdependéncia com dano glomerular score 0 (Z = -1,86; p = 0,0616), enquanto aqueles do
grupo IF mostraram tendéncia de interdependéncia com dano glomerular score 0 (Z =-1,73; p
=0,0826).

Figura 5 - Mapa perceptivo da primeira e segunda dimensdo da andlise de correspondéncia multipla com os
achados qualitativos da histopatologia, grupos experimentais e classes de glicose
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Na figura A sdo apresentadas todas as variaveis qualitativas aplicadas na andlise e na figura B apenas aquelas com
interdependéncias pelo teste do qui-quadrado. Nessa dimensdo da glicose é possivel avaliar as interdependéncias de maior
lesdo renal no grupo alimentacdo livre e melhores parametros de cicatrizagdo no grupo jejum.

Fonte: material elaborado pelo autor.
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Em relacdo a inteleucina IL 10, NGAL (Lipocalina associada a gelatinase
neutrofilica), creatinina, acido Urico, proteina total, TBARS (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico) do plasma, coragdo, cérebro, rim e figado foram iguais entre os grupos
(Tabela 1), sendo que nenhum dos animais atingiu o limite minimo detectavel pelo teste de
TNF-a (<48,88 pg/mL), IL 6 (<7,5 pg/mL) e IL 4 (<9,38 pg/mL).

Tabela 1 - Média e desvio-padrdo de IL 10, NGAL, creatinina, &cido Urico, proteina total, TBARS do plasma,
coracdo, cérebro, rim e figado da comparacdo coletados 48 horas apés laparotomia de ratos submetidos a jejum
intermitente (IF) daqueles com alimentacéo livre (FF)

Variaveis FF IF P-valor
IL 10(pg/mL) 24,77+7,96 29,27+15,17 0,5279
NGAL(pg/mL) 1464,28+345,83 1226,61+378,54 0,2654
Creatinine (mg/dL) 0,97+0,73 0,8+1,21 0,4166
Uric Acid (mg/dL) 1,9540,81 1,7620,5 0,6091
Total Protein(g/dL) 5,78+0,39 5,66+0,48 0,6177
Plasma TBARS(pg/mL) 29,7+10,39 25,2646 0,3562
Heart TBARS(pg/mL) 17,2+1,21 23,39+10,49 0,2303
Brain TBARS(pg/mL) 30,249,39 29,246,78 0,8278
Kidney TBARS(pg/mL) 23,87+3,4 25,77+4,13 0,3890
Liver TBARS(pg/mL) 61,28+19,19 48,71+12,41 0,1820

Comparagdes maltiplas foram feitas por procedimento de Bonferroni do modelo linear incluindo grupos como efeito fixo,
sendo que creatinina e TBARS do coragdo foram submetidas a transformacdo de Box-Cox para atender a pressuposicao de
normalidade. Os dados apresentados na figura representam os valores originais (ndo transformados).

Fonte: material elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo verificar a influéncia da pratica de jejum intermitente
dias antes da cirurgia na melhora dos resultados e da recuperacéo de procedimentos cirlrgicos
em individuos diabéticos.

Neste estudo, demonstramos que o IF antes da cirurgia reduziu notavelmente os niveis
de glicose sanguinea em ratos diabéticos no periodo perioperatorio, principalmente com
melhor estabilizacdo da curva glicémica no pos-operatério em compara¢do ao grupo FF.
Também é importante dizer que ndo tivemos nenhuma hipoglicemia importante durante o
protocolo de jejum no grupo IF.

Nossos achados neste campo cirargico estdo de acordo com varios estudos anteriores
demonstrando que a IF é uma intervencdo benéfica no diabetes [50, 51, 52]. Como a cirurgia é
uma agressdo a homeostase e pode dificultar o controle da glicose, o IF poderia ser uma
protecdo contra o trauma cirdrgico, pois aumenta a resisténcia ao estresse celular [53] e
melhora a flexibilidade metabdlica [54]. Em ratos induzidos por diabetes em estudos
anteriores, o IF melhorou a tolerancia a glicose, aumentou a insulina plasmatica e melhorou a
massa de células B [55, 56]. A resposta adaptativa ao estresse do IF inclui prevencdo da
inflamacéo, melhor controle do estresse oxidativo, com formacao de mais mitocondrias [57].

Além de todos os beneficios metabdlicos do IF, principalmente no metabolismo da
glicose, estudos tém mostrado vantagens secundarias que podem ser interessantes para o
anestesiologista no periodo perioperatério. Na dor, o IF aumentou a antinocepcdo induzida
por morfina enquanto atenuou a tolerancia e a constipacdo em camundongos [58]. Outro
beneficio potencial é a funcdo cognitiva que poderia melhorar contra o sofrimento [59].

Em geral, o peso corporal em ratos em jejum intermitente € menor do que em ratos
alimentados ad libitum [60]. Em estudo publicado por Spezani [61], os ratos que foram
submetidos a IF demostraram perda de massa corporal a partir da 8° semana de experimento,
chegando a uma reducdo de até 10%. Entretanto, em nosso estudo ambos 0s grupos perderam
peso e a diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Porém, apenas no grupo IF houve
reducéo da circunferéncia abdominal (p <0,05).

Neste estudo também buscamos verificar os niveis de marcadores inflamatorios no
momento pds-operatdrio. Os marcadores inflamatdrios sdo proteinas de baixo peso molecular
com fungdes metabolicas e enddcrinas, que participam dos mecanismos de inflamacéo e da
resposta imunolégica do organismo para garantir a homeostase [62].

As citocinas pro-inflamatérias verificadas neste estudo sdo: a interleucina-6 (IL-6), o
fator de necrose tumoral-o (TNF-a), a interleucina-4 (IL-4) e a interleucina-10 (IL-10). A IL-
6 € uma citocina pré-inflamatoria, envolvida no desenvolvimento da hiperinsulinemia e na
sindrome metabolica, pois desempenha papel importante no metabolismo de carboidratos e
lipidios por aumentar a lipolise, com inibicdo da lipase lipoprotéica (LPL) e aumento da
liberacdo de acidos graxos livres e glicerol, e reducéo da expressdo do substrato do receptor
de insulina-1 (IRS-1) e GLUT-4 nos tecidos muscular e hepatico. A 1L-10 é uma citocina
pleiotropica produzida pelas células T helpers, linfocitos T, linfocitos B, mondcitos e
macrofagos. Possui propriedades anti-inflamatdrias, cuja principal fungdo € a regulagdo do
sistema imune, pois inibe de maneira potente a expressao e/ou a producdo de citocinas pro-
inflamatorias. O TNF-o € uma citocina pro-inflamatéria que regula maltiplos processos
bioldgicos (incluindo proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, metabolismo lipidico e
coagulagdo). E uma citocina que age no adipécito, desempenhando um papel regulador no
acumulo de gordura corporal. Em seres humanos obesos, ha forte correlacdo inversa entre
TNF-a e metabolismo da glicose em razdo da supressao pelo TNF-a da sinalizagdo da
insulina. A IL 4 é uma glicoproteina anti-inflamatoria e tem sido referida como fator de
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crescimento de células B, fator estimulante das células B, fator de crescimento de linfécitos e
fator de crescimento-I1 das células T [63].

NGAL é uma molécula proteica predominantemente expressa na parte distal do néfron
apos a ocorréncia de lesdo renal. Diferentemente da creatinina sérica e da taxa de filtracao
glomerular, que sdo marcadores de funcdo renal, os niveis aumentados de NGAL, tanto no
soro quanto na urina, estdo intimamente ligados a lesGes estruturais do néfron. Estudos
clinicos indicam que poucas horas ap6s a ocorréncia da leséo renal aguda os niveis séricos e
urinarios de NGAL ja se apresentam significativamente elevados [64]. Tendo em vista que a
doencga renal pode ser causada ou agravada pela diabetes, este marcador foi escolhido para
avaliarmos a ocorréncia de leséo renal.

TBARS é um marcador de estresse oxidativo. O estresse oxidativo é um termo geral
usado para descrever o desequilibrio entre a producédo e a manifestacdo de espécies reativas de
oxigénio e a capacidade de um sistema biol6gico de desintoxicar os intermediarios reativos ou
de reparar o dano resultante. O aumento do estresse oxidativo vem sendo fortemente
relacionado, tanto em estudos experimentais quanto clinicos, com patogénese e complicacdes
do DM [65]. Wietzycosk et al demonstraram aumento importante na atividade de TBARS no
sangue e nos tecidos pulmonares e hepaticos em ratos diabéticos em compara¢do com a sua
atividade nos ratos controles [66].

As analises em relacéo a inteleucina IL 10, NGAL, creatinina, &cido Urico, proteina
total, TBARS do plasma, coragdo, cérebro, rim e figado demostraram que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. Os marcadores inflamatérios IL 6, IL 4 e TNF-a, ndo
atingiram o limite minimo detectavel. Isso pode ter ocorrido devido ao momento tardio da
coleta de sangue, que ocorreu no momento da eutanasia, 48 horas depois da cirurgia.

Em nossos achados histoldgicos, investigamos o efeito do IF na cicatrizagcdo de
feridas, danos nos rins, figado e intestino duodenal. Em nossos resultados, apresentados no
mapa perceptual, menor comprometimento renal esteve proximo da elipse de IF com ratos
com melhor controle glicémico em comparacdo com niveis mais elevados, com
interdependéncia significativa de dano tubular moderado no terceiro quartil de glicose,
representado pelo grupo FF. O mesmo ocorreu com o0s parametros de cicatrizacdo de feridas
com melhor estado de cicatrizacdo préximo a elipse IF em comparagcdo com FF. Além disso,
houve interdependéncia significativa de neovascularizacdo e presenca de glandulas sebaceas e
sudoriparas no processo de cicatrizacdo de feridas. E dificil dizer que esses resultados se
devem a IF ou ao melhor controle glicémico promovido pelo jejum, porém ambos estdo muito
interligados. E claro que individuos com melhor controle da glicose apresentam incremento
em seus resultados de cura [67].

O comprometimento renal é sempre preocupante no periodo perioperatdrio.
Observamos que no rim diabético apds laparotomia seguiu 0 mesmo caminho de estudos
anteriores, onde IF protegeu contra dano tubular em lesdo de isquemia-reperfusdo induzida.
Isso aponta que o IF poderia ser uma protegdo nutricional promovendo a resisténcia renal
contra lesdes ap0s o trauma [68, 69]. Em nosso estudo ndo esta claro se esse resultado €
devido apenas ao IF ou ao melhor controle glicémico por ele promovido, ou ambos.

Outra preocupacdo dos pesquisadores € 0 aumento da esteatose hepéatica no periodo
perioperatério. Felizmente, ndo houve interdependéncia entre 0s grupos, sem aumento de
esteatose ou lesdo hepatica em ambos os grupos. E importante ressaltar que em estudos
anteriores o IF promoveu reducdo de esteatose e inflamagdo em camundongos com alto teor
de gordura ou frutose [70]. Nossos resultados intestinais ndo mostraram interdependéncia
importante na destruigdo de vilosidades e inflamacao (Apéndice 2- figuras histologia).

Nosso estudo tem varias limitagdes. Em primeiro lugar, ndo investigamos se 0S
mecanismos por trds de um melhor controle da glicose apds laparotomia/cirurgia eram 0s
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mesmos que o IF promoveu em outras condicBes em ratos diabéticos. Outra possivel
limitacdo é que ndo investigamos a funcionalidade dos 6rgdos, apenas avaliamos o estado
morfologico para comparar e elucidar os achados histologicos em possiveis danos e o efeito
na ferida operatoria. Além disso, nossa limitacdo mais importante é que ndo poderiamos nos
dissociar se o resultado histoldgico se deve ao jejum intermitente ou ao melhor controle da
glicose por ele promovido, ou a ambos. Portanto, a lesdo de 6rgdo perioperatéria é sempre
uma preocupacdo do anestesiologista, e ndo ha terapia farmacoldgica especifica
comprovadamente eficaz na prevencdo do dano [71]. Este estudo de IF no periodo
perioperatorio poderia guiar novos estudos para confirmar os mecanismos e beneficios do IF
em campo cirurgico.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, o controle da glicose em ratos diabéticos melhora no periodo
perioperatorio com jejum intermitente, especialmente com mais répida estabilizacdo
glicémica no pés-operatério, com menor comprometimento renal e melhor cicatrizacdo da
ferida cirurgica. Os demais pardmetros estudados ndo apresentaram diferencas significativas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O jejum intermitente pode ser um novo recurso para melhorar a resisténcia do
organismo ao estresse cirurgico que poderiamos explorar em estudos futuros em humanos,
especialmente em individuos diabéticos.
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Apéndice 1 — Valores de residuo do teste de qui-quadrado feito por uma tabela de burt e padronizados pela escala z-normal com as variaveis qualitativas do estudo

Os valores pintados destacam valores de residuos > 1,96 (cinza escuro) e > 1,65 (cinza claro) indicando interdependéncia com significancia de 5 e 10%
respectivamente entre duas classes de variaveis qualitativas; valores de residuos < -1,96 (cinza escuro) e < -1,65 (cinza claro) indicam nédo existéncia de
interdependéncia com significancia de 5 e 10% respectivamente entre duas classes de varidveis qualitativas.

Group Glucose Park Kidney '[;‘:f::::i'ovni"‘ Intestinal i y Cells Re-Ephitaliazation Fibroplasia Collagenization ilati . izati and Sweat Gland
301 375 413
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300 378 12 483 1 2 3 4 0 1 2 [ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 0 1 2 3
Group FF
IF 41,88
284 to 300 -1,40 1,30
Glucose 30110374 1,21 113 | 098
375t0 412 141 -1,31 -0,98 -0,85
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weat Glan Score 2 -0,64 0,60 1,64 0,98 | 008 | -098 | 088 | 050 | -1,14 | 056 | 036 | 056 | 021 | 071 | -056 | 038 | 0,98 | 164 | -045 | -1,14 | -1,14 [ 1,21 | -021 | 008 | 021 | 012 | -1,40 | 088 | 1,27 | 1,21 | -045 | -0,98 | 050 | -011 | -021 | -1,14 | -0,98
Score 3 -0,99 0,92 -0,80 - 0,69 | -069 | 1,15 | 056 | -080 | 0,40 | 072 | -040 | 0,80 | 050 | -040 | 027 | -069 | 080 | 1,44 | -080 | 050 | -090 | 050 | -069 | 050 | 008 | -099 | 1,15 | -040 | 0,27 0,69 | -056 | -1,07 | 1,80 | -0,80 | 0,69 | -0,80
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Apéndice 2 — Fotos histologia — a/b — jejum intermitente, c/d — dieta livre

RIM: TP-TUBULO PROXIMAL;G-GLOMERULO; SETAS-LESAO TUBULAR;* LESAO
tubular proximal e distal.
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Figado: VC - VEIA CENTROLOBULAR; setas — hepatocitos ;* pequenas areas necrose
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INTESTINO DELGADO: SETAS NAS VILOSIDADES; * celulas inflamatérias
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Apéndice

PELE: e- epitelio; p — pelo; seta:colageno; * celulas inflamatorias
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Anexo 1 — Aprovacdo do Comité de ética no uso em animais

Erechim, 09 de margo de 2019,

Carta de aprovacio

Oprojeto ntitulade “Avaliacdo do jejum intermitente como estratégia nutricional
pré-operatoria em ratos diabéticos™, de responsabilidade do professor ANDRE
KENG WEI HSU, foiavaliado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA
- URI Erechim)e esta adequado a LEI11.794 DE 08 DE OUTUBRO DE 2008 que
estabelece procedimentos para o uso clentifico de animais.

Foram solicitados e aprovados o uso de 40 Eatos heterogénicos, linhagem Wistar,

adultos, machos, idade 3 meses. Assim, o projeto fol considerado aprovadoe.

Atenciozamente

Prof. Armito Jozeé Temxera
Coordenador da CEUA URI Erechim
3433209000
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Abstract: (1) Background: Intermittent fasting is a nutrition practice in which individuals fast
for several hours in a day, mainly with feeding time during the daylight hours. They seek to
improve metabolic performance and coltular resistance to stress, In this study, we tosted the fasting
protocol to investigate the glycemic effect in a laparotomy perioperative period in diabetic rats
and histopathologic findings. (2) Methods: The animals were diabetic-induced with alloxan. Two
groups were set according to the feeding protocol: free food and intermittent fasting, whose rats
could only eat 8 hin the daylight. Both groups were anesthetized, and a laparotomy was performed
We evaluated the glucose levels during the perioperative peniod, and we accossed organ histology
seeking damage of Kidney, bowel and liver after surgical trauma, and we evaluated the wound healing
process. (3) Results: Glycemic levels were improved in the intermittent fasting group, especially
in the post-operative peniod after laparotomy, Comparing both groups” tubular damage showed
interdependency with mice with worse glycemic level (Z = 2.3; p = 0,0215) and wound-healing
parameters showed interdependency with rats with better glvcemic status for neovascularization
(£ =22; p = 0.0273) and the presence of sebaceous and sweat gland in the healing process (Z = 2.30;
p=0.0215), (4) Conclusions: Intermittent fasting before surgery can be a tool to improve glycemic
levels in diabetic rats, with improvement especially in the post-operative period.

Keywords: intermittent fasting; diabetes; perioperative care

1. Introduction

Intermittent fasting (IF) is a nutrition strategy that is showing promising results in
metabolic improvement in glucose regulation, weight loss and stress resistance [1], In this
practice the hours of the feeding day are restricted, alternating periods from 12 to 24 h
of fasting in some days of the week, This aims to promote cellular resistance, onganism
resilience and improve plasticity when damage occurs [2).

In animal models, prophylactic [F diminished progression and gravity in several
conditions such as cardiovascular diseases (myocardial infarction and stroke) [3,4], cancer
and improvement of cancer-related therapy (chemotherapy or immunotherapy) [5,6],

In a diabetes scenario, previous studies have shown that IF in murine models promotes
better | cell function and decreases insulin resistance [7,5]. In addition, gut microbiome
is restructured and prevents retinopathy and prolonged survival [9]. In humans, results
are attributed to weight loss in association with enhancement of peripheral insulin ac-
tion [10,11].

Nutrients 2021, 13, 4519, hittps:/ / dotorg/ 103390/ nul3124519
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In surgical field, this nutritional strategy could be a new method to improve outcomes
and prepare the organism for the trauma of the surgical process. In animal models of
ischemia/ reperfusion injury, IF has displayed protection in hepatic and renal ischemic
damage and has reduced intimal hyperplasia [12-14].

Considering that diabetes is a very challenging condition in the perioperative period
and uncontrolled blood glucose can lead to worse surgical outcomes [15], we hypothesized
that IF betore surgery could be a new tool to improve glucose metabolic endurance and
control after surgical trauma in diabetic rats, since the preoperative period represents an
opportunity to optimize glycemic levels and potentially decrease adverse events [16],

2. Materials and Methods

The study was conducted according to ARRIVE guidelines and under the approval
and regulations set forth by Institutional Animal Care and Use Committee of Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai—Erechim/Ceua (resolution 1628 /CUN) on 19 March
2019 according to Brazilian animal studies law [17]. Wistar rats (all 3 months of age males
i = 40) were housed in appropriate pathogen-free controlled conditions at a temperature of
20-24 °C in a group of four individuals in each cage, Light cycle was fixed at 12h (12 h
light and 12 h dark, starting at 8:00 am). All rats received water ad libitum and standard
food according to the fasting protocol.

Experimental diabetes was induced in 12 h fasted rats by single intraperitoneal in-
jection of alloxan [15] (150 mg/kg body weight) dissolved in citrate buffer (100 mM, pH
4.5), To prevent fatal hypoglycemia, as a result of massive pancreatic insulin release, the
rats were supplied with 107 glucose solution after 6 h of alloxan administration for the
next 24 h [18]. After seven days, rats with glycemia =200 mg/dL were selected for the
experiment (11 =13).

The rats were divided in two feeding groups: the ad libitum (free food—FF) and the
intermittent fasting protocol. In both groups the number of daily calories and nutrients
were the same: 20 g per rat daily. In the FF group the amount of food was divided in two
and was given at 8:00 a.m and the other half at 20:00 p-m. In the IF protocol, they fasted for
16 h and were fed for 8 h a day. The fasting hours were based on previous studies [19]. All
amount of food was placed in the beginning of the light cycle at 8:00 a.m to mimic food
mntake only in the daylight and was taken at 16:00 p.m. They interspersed two days of
fasting to one of free food where the food was given as the same as the FF group. They had
15 days of this feeding cycle before the laparotomy surgery.

All rats were anesthetized with 80 mg/kg ketamine + 10 mg/kg xylazine intraperi-
toneally in the right lower abdominal quadrant. For multimedal analgesia metamizole
150 mg/kg, 2 mg/kg morphine were administered subcutaneously, and the operative
wound was infiltrated with 0.5% 2 mg/kg lidocaine, Under aseptic conditions a 3 ¢m la-
parotomy was performed, and abdominal wall closing was performed with continuous 2.0
polypropylene stiches and 3.0 nylon for the skin. After the surgery, both groups returned
to FF diet protocol,

During the feeding protocol, blood glucose was measured (One Touch Ultra Mini™/
Johnson & Johnson do Brazil, Complexo |K, Sio Paulo, Brazil) in both groups in the
mornings after the fasting days to search for possible hypoglycemia, and immediately after
the surgery every 6 h.

In 48 h after the surgery, rats were euthanized with thiopental 150 mg/kg and lidocaine
10 mg /kg intraperitonially. Kidney, liver, the duodenal intestinal segment and the surgical
wound were collected for histological assessment (experiment is diagrammed in Figure 1).

For histological analysis, the material was preserved, placed in paraffin and slides
stained with hematoxvlin and eosin were performed. A histologist analyzed and quali-
tatively classified the lesions into absent, mild, moderate and severe (0, 1, 2, 3). Kidney
evaluation involved the degree of glomerular and tubular damage, for the liver, the pres-
ence of steatosis and necrosis. For duodenal segment we evaluated villi destruction and
presence of inflammatory cells. Finally, in the operative wound we checked for the pres-
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ence of inflammatory cells, re-epithelialization, fibroplasia, collagenization, vasodilatation,
neovascularization and the presence of sebaceous and sweat glands in the healing process,

Stafical Analyzes

All statistical analyses were performed by a data scientist in the R software with the
RStudio (Version 4.1.0 (22 June 2020), RStudio, Inc. Boston, MA, USA), The sample size was
calculated using data from a previous study that was independent of the research reported
herein [20],

Mixed linear models were conducted to inveshigate changes in intergroup glucose
level (IF vs. FF) at each time point and intragroup across the pre-laparotomy fasting
protocols and post-laparotomy evaluations. Furthermore, we also used this model for
changes in weight and waist circumference of rats over time. The residual error of all
mixed linear models showed a distribution assumed to be Gaussian by quantile-quantile
plots and by the Shapiro-Wilk test. For the pre-laparotomy assessments of glucose and
waist circumference, the Box-Cox transformation was used. The adjusted mixed hnear
models included the interaction between groups and moments as a fixed effect and rats as
a random individual effect. Multiple comparisons were performed in the post-test with the
correction of the Bonferroni procedure, assuming a significance of 5%,

To identify interdependencies between groups (IF or FF), glucose ranges and qualita-
tive histopathology findings, a multiple correspondence analysis (MCA) was conducted, A
priori, the glucose values collected 48 h post-laparostomy were categorized into 4 classes
according to extreme values (minimum and maximum) as well as the first, second, third
and fourth quartile, namely: from 284 to 300, from 301 to 374, from 375 to 412 and from 413
to 483 mg/dL. A posteriori, the matrix formed by the groups, classes of glucose and the
qualitative findings of the histopathology was converted into a Burt table and submitted
to the chi-square test to investigate the existence of a non-random relationship between
the rows and columns of the matrix, as well as to extract the residuals (observed value
subtracted from the expected value) that were adjusted and standardized by the normal z-
score. Therefore, the residuals standardized by the z-score (Z) >1.65 and >1.96 determined
the existence of interdependencies with qlgmﬁcance of, respectively, 10 and 5% between
the classes of qualitative variables; the greater the distance from the point of cut established
by Z, the greater the magnitude of interdependence. When Z was <—1.65 or <—1.96, it
indicated the non-existence of interdependencies with significance of, respectively, 10
and 5%.

Finally, tests were shown in a two-dimensional perceptual map. The interdependen-
cies of interest was pointed out by the Z, as well as the construction of confident ellipses
with the density distribution of rats from both experimental groups for a qualitative visual
judgment. To confirm the separation between the ellipses of the groups, the individual
score of each rat was extracted from the first two dimensions, which is a coefficient repre-
senting the multiple interdependence between the variables, Variations in individual scores
as a function of groups were investigated by simple linear regression. The Shapiro-Wilk
test was performed, and multiple comparisons were performed with the correction of the
Bonferroni procedure using 5% significance,
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15 DAYS SURGERY EUTHANASIA
FOOD INTAKE

PROTOCOL ' 48H 0 ORGAN COLLECTION
[ Ee———u] —

Experimental Group: Glucose control
2 days 16 hours fasting /1 day free food. every 6 hours. gy eval
Control: free food every day.

Glucose control after fasting dayx:
Initial + 10 moments.

EXPERIMENTAL PROTOCOL

Figure 1. Schematic image of experimental protocol in diabetic rats of our study.

3. Results

Between intragroup comparisons throughout the pre-laparotomy fasting protocols,
rats in the IF group showed higher glucose in the first moment compared to the fourth
and there was a balance in the variation of glucose from the fifth, while for those in the
FF group the glucose in the third moment was lower compared to the sixth, tenth and
eleventh, representing an instability in the glycemic curve over the 11 moments. In the
mtergroup comparison, rats from the IF group had lower glucose compared to those
from the FF group in the second, fourth, sixth, eighth, ninth, tenth and eleventh fasting
moments, Glucose changes suggest a lower and more stable glycemia in the IF group
rats throughout the 11 fasting protocols (Figure 2A). Furthermore, rats in both groups
reduced their weight after the 11 fasting protocols and only those in the IF group showed a
reduction in waist circumference (Figure 2B). In both groups the amount of food intake
was the same, 20 g/rat/daily, and there were no food leftovers. Due to this non-variation,
no analys<es were conducted for this item.

In the post-operative glucose control, rats in the IF group exhibited higher glucose at
{} h after surgery compared to 30, 36, 42 and 48 h post-laparotomy and there was a stabiliza-
tion of glycemia vanation from 6 h after the operation. In the FF group, they also showed
higher glucose at 0 h after the procedure compared to 30, 36 and 42 h post-laparotomy,
however after 6 h the post-operative glycemic curve remained unstable (Figure 2C). In the
intergroup comparison, rats in the IF group had lower glucose compared to those in the
FF group at all evaluation times. Such changes in glucose suggest lower and more stable
glycemia in rats in the IF group after laparotomy. The MCA showed that rats with glucose
>413 mg/dL (fourth quartile) regardless of group had interdependence with tubular dam-
age score 3 (Z = 2.3; p = 0.0215). Animals with glucose from 301 to 374 mg/dL (second
quartile) showed interdependence with score 3 for neovascularization (Z = 2.2; p = 0.0273)
and sebaceous and sweat gland (Z = 2.30; p = 0.0215). The other histological parameters
did not show statistical interdependence. Furthermore, the distance between the ellipses
on the perceptual map suggests a separation of animals submitted to intermittent fasting
from those with free feeding (Figure 2). The visual separation of the ellipses plus the Z
findings suggests a response pattern in which rats with better glycemic control showed
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milder damage to the renal tissue, a greater degree of neovascularization and the presence
of sebaceous and sweat glands healing processes after laparotomy. Histological images are

shown in Figure 3.
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(B): Weight and abdominal circumference
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(C) : Post-laparotomy
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Figure 2. Green represents IF group. Blue represents FF group. * p < 0.05* p < 0.01 *** p < 0.00L The lower and upper
baunds of the box represent the first and third quartiles of the data, respectively; the horizontal line plus space inside the
box indicates the median; the diamond indicates the mean; black circles indicate outliers: comparisons were performed
by mixed linear models. (A) Pre-laparotomy fasting protocol glucose levels showing comparison between groups (A1)
and comparison over time in relation to the first time-point for only intermittent fasting group {A2) and free tood intake
group (A3). (B) Comparison of the weight and abdominal circumference between groups (B1/B2) and comparison over
time in relation to the starting time-point for only intermittent fasting group (B3/B4) and free food intake group (B5/ B6),
(C) Post-faparotomy fasting protocol glucose levels showing companson betiween groups (CT) and comparison over time in
relation to the first time-point for only the intermittent fasting group (C2) and Iree food intake group (C3).
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Figure 3. Percoptual map of the first and second dimensions of the multiple correspondence analysis with the qualitative
findings of histopathology, experimental groups and glucose classes. In {(A), all the qualitative variables applied in the
analysis are presented, and in figure (B) only those with interdependencies by the chi-square test.
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Figure 3, Box 1,2 represents [F group while Box 34 represents FF group. (A)—Kidney: tp: proximal tube; g: glomerulus;
arrows: tubular damage; *: proximal and distal tubular damage. (B)—Liver: vc: centrilobular vein; arrows: hepatocytes;
* necrosis, (C)—Duodenal segment: arrows: intestinal villi; * inflimmatory cells. (D)—Operative Wound: E: epithelium;
p: hair follicles.
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4. Discussion

In this study, we demonstrated that IF before surgery remarkably reduced the levels of
blood glucose in diabetic rats in the perioperative period, mainly with better stabilization
of the glycemic curve in the post-operative period comparing with the FF group. It is also
important to say that the animals did not have any important hy poglycemia during the
fasting protocol in the IF group.

QOur findings in this surgical field are in agreement with numerous previous studies
demonstrating that IF is a beneficial intervention in diabetes, The mechanisms shown in
the preceding research could explain our perioperative glucose results: IF improves insulin
sensitivity with less deterioration of pancreatic islets and reconstructed gut microbiota with
bacteria correlated with better glucose control [21-23]. Since surgery is an aggression to
homeostasis and could bring difficulty to glucose control, IF could be a protection against
surgical trauma since it increases cellular stress resistance [24] and improves metabolic
flexibility [25]. In diabetic-induced rats in the previous analysis, IF improved glucose
tolerance, increased plasma insulin and improved f-cell mass [26]. The adoptive stress
response of IF includes prevention of inflaimmation, better handling of oxidative stress and
formation of more mitochondria [27],

In addition to all the metabolic benefits of IF, especially in glucose metabolism, studies
have shown secondary advantages that could be interesting for the physicians in the peri-
operative period. In pain, IF enhanced morphine-induced antinociception while mitigating
tolerance and constipation in mice [285]. Another potential benefit is the cognitive function
that could ameliorate against distress [29]. In general body weight in intermittently fasted
rats is usually lower than their ad libitum fed counterparts, but in our study both groups
lost weight and the difference was not statistically significant. However only in the IF
group there was a reduction in abdominal circumference (p < (.05) [30],

In our histological findings we investigated the IF effect on wound healing, kidney,
liver and duodenal bowel damage after surgical trauma. In our results, shown on the
perceptual map, less renal impairment was close to the ellipse of IF with rats with better
glucose control compared with higher levels, with significant interdependency of moderate
tubular damage on the third quartile of glucose, represented by the FF group. The same
occurred with wound-healing parameters with better healing status close to [F ellipse com-
paring with FF. Furthermore, there was significant interdependency of neovascularization
and presence of sebaceous and sweet glands on the wound-healing process, 1t is difficult to
say that these results are due to IF or to the better glucose control promoted by the fasting;
however, both are very intertwined. It is clear that individuals with better glucose cantrol
have better healing outcomes [31]. We conjecture that the results from both have synergy,
since during in vitro studies fasting enhanced endothelial angiogenesis brought activation
of SMOCT and SCG2, facilitating neovascularization and wound healing [32].

Renal impairment is always worrisome in the perioperative period. Our diabetic
Kidney finding after laparotomy followed the same path of previous studies where IF
protected against tubular damage in induced ischemia—reperfusion injury. This points
out that IF could be a nutrition protection promoting renal endurance against injury after
surgical trauma [33,34], In our study it is not clear if this result is because only of IF or the
better glucose control was promoted by it, or both,

Another concern of the researchers was the increase in liver steatosis in the periopera-
tive period. Fortunately, there was no interdependency between groups, with no increase
in steatosis or liver damage in both groups. It is important to point out that in previous
studies IF promoted reduction of steatosis and inflammation in high fed fat or fructose
mice [35]. Unfortunately, our bowel results did not show important interdependence in
villi destruction and inflammation.

Qur study has several limitations. First, we did not investigate if the mechanisms
behind our findings were the same that [F promoted in other conditions in experimen-
tal studies. We speculate that IF in the perioperative period targets the same multiple
pathophysiological mechanisms of protection as shown in ischemia-reperfusion injuries
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studies, such as preservation of mitochondrial homeostasis, conservation of redox status,
suppressing endoplasmic reticulum stress and abrogated signaling pathways (ERK1/2 and
mTOR) [36]. Another potential limitation is that we did not investigate the functionality of
the organs, we only assessed the morphology status to compare and elucidate histological
findings in possible damage and the effect in the surgical wound. Furthermore, our most
important limitation is that we could not dissociate whether the histological resuits are due
to IF or to the better glucose promoted by it, or both. Hence, perioperative organ injury
is always a concern to perioperative physicians, and there is no specific pharmacological
therapy proven effective in the prevention of the damage [37]. This study of IF before
laparotomy could guide new studies to confirm the mechanisms and benefits of [F in the
surgical field.

5. Conclusions

In this study, we demonstrated that glucose control in diabetic rats is ameliorated in
the perioperative period with intermittent fasting, with less renal impairment and better
surgical wound healing. Human testing will be required in further studies since IF may be
a new resource to improve organism endurance to surgical stress, especially in diabetic

subjects,
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