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Introducéo:

A obesidade é uma doencga com proporgdes pandémicas, que vem aumentando nas
ultimas décadas decorrente de alteracdes no estilo de vida como inatividade fisica e
alimentacdo inadequada, e que provoca grande impacto social e econémico no mundo (1).
Dentre as estratégias terapéuticas nao farmacologicas utilizadas para o combate e prevencao
da obesidade, o jejum intermitente (JI) e o exercicio aerdbio (EA) séo intervencdes que
demonstram beneficios no tratamento e prevencdo de disturbios metabdlicos. Os estudos
mostram que a adogé&o do Jl pode ser uma estratégia eficaz e natural no controle da massa
corporea, sendo capaz de estimular o desenvolvimento do tecido adiposo bege, melhorar a
sensibilidade a insulina e o acimulo de gordura hepéatico em animais (2,3). O EA ao aumentar
0 gasto energético pode ser uma alternativa para a prevencao e tratamento da obesidade e
doencas associadas (4).

Objetivo:

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de um protocolo de JI de forma isolada e
combinado com EA sobre a via de sinaliza¢do da insulina e na expresséo de genes hepaticos
relacionados com a oxidacdo de acidos graxos, lipogénese e gliconeogénese em
camundongos alimentados com uma dieta hiperlipidica.

Métodos:

Para isso, utilizamos camundongos Swiss, machos, e distribuimos os animais em 4
grupos durante 10 semanas: grupo Controle (CTL), que teve disponibilidade de dieta
comercial Ad Libitum; grupo Obeso (OB), que teve disponibilidade de dieta hiperlipidica Ad
Libitum; grupo Jejum Intermitente (JI), que realizava Jl de 16 horas com uma janela de
alimentacdo com dieta hiperlipidica de 8 horas na fase ativa dos animais (22h-06h); grupo JI
mais Exercicio Aerdbio (JI+Exe), que além de realizar o JI também pratica treinamento em
esteira na intensidade de 60% da velocidade de exaustéo, 7 dias na semana por 60 minutos.
Durante essas 10 semanas de experimento, os testes de tolerdncia a glicose e teste de
tolerancia a insulina foram realizados, além disso, os animais também foram colocados no
sistema de monitoramento animal (CLAMSs), para a andalise da respirometria. Apés as 10
semanas de protocolo, os animais foram eutanasiados e o soro e os tecidos foram extraidos.
Posteriormente foram realizadas as andlises bioquimicas, histoldgicas (Oil Red) e moleculares
(Western blotting e RT-gPCR). Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de
Etica no uso de Animal (CEUA), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da UNICAMP —
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Campinas-SP (processo n°5185-1/2019). Os resultados foram expressos como média * erro
padrdo da média (SEM). Os dados que ndo passaram no teste de normalidade foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn. O teste de
Shapiro-Wilk examinou a normalidade. Os dados que mostram normalidade foram analisados
usando o teste t de Student ao comparar dois grupos e o teste de ANOVA foi utilizado para a
comparacdo de mais de dois grupos, seguido por post-hoc de Bonferroni. A significancia
estatistica utilizada foi p <0,05. Os graficos foram construidos usando GraphPad Prism 8.0®.

Resultados:

Os dados fisioldgicos mostram que a partir da 62 semana o grupo OB apresentou massa
corporal maior comparado aos grupos CTL, JI e JI+Exe (Figura 1 A). Além disso, a partir da
62 semana também encontramos diferengca na massa corporal entre os grupos Jl e JI+Exe.
Ao analisarmos a glicemia de jejum, insulina de jejum e o HOMA-IR, o grupo OB mostrou
prejuizo metabdlico e o grupo JI+Exe teve uma melhora dos parametros analisados (Figura 1
B-D). Além disso, o grupo OB apresentou prejuizo na tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina comparado ao grupo CTL, contudo, os protocolos de Jl e EA mostraram se eficiente
ao atenuar esses efeitos (Figura 1 E-H).
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Figura 1. Parametros fisioldgicos e metabdlicos. A. Curva de peso corporal durante 10 semanas.
B. Glicose em jejum ap6s 6 horas de jejum coletado do sangue da cauda. C. Insulina em jejum apoés 6
h de jejum medida no soro. D. indice HOMA-IR. E. Curva do teste de tolerancia a glicose. F. A area sob
a curva do teste de tolerancia a glicose. G. Curva do teste de tolerancia a insulina. H. Area sob a curva
do teste de tolerancia a insulina. As barras representam médias e SEM dos grupos CTL, OB, Jl e JI+Exe
(n = 4-6). A significancia estatistica utilizada foi p <0,05. 2 para o grupo CTL versus OB; P para o grupo
OB versus JI; ¢ para o grupo OB versus JI+Exe; @ para o grupo JI versus JI+Exe.

Nas analises do CLAMs, o grupo JI+Exe apresentou maior consumo de oxigénio
comparado aos grupos OB e Jl durante o ciclo claro e comparado ao grupo OB durante o ciclo
escuro (Figura 2 A-B). O consumo de VCO; do grupo JiI+Exe foi maior do que o grupo OB no
ciclo claro e escuro (Figura 2 C-D). Os dados do RER foram menores no grupo OB em relacéo
ao grupo CTL nos dois ciclos, em relacdo aos grupos JI e JI+Exe ndo houve diferenca,
contudo, ao analisar o RER apenas no periodo em que os grupos Jl e JI+Exe tinham oferta
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da dieta, os valores de RER foram maiores nos grupos Jl e JI+Exe comparado ao grupo OB
(Figura 2 E-G).
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Figura 2. Consumo de oxigénio, producdo de CO: e relagdo de troca respiratéria (RER). A.
Consumo de VO:2 por 24 horas. B. Consumo de VO:2 durante os ciclos claro e escuro. C. Produgéo de
VCO:2 por 24 horas. D. Producdo de VCO: durante os ciclos claro e escuro. E. Relacdo de troca
respiratoria por 24 horas. F. A relagdo de troca respiratoria (RER) durante os ciclos claro e escuro. G.
O RER durante o periodo de alimentagdo dos grupos JI e JI+Exe. As barras representam médias e
SEM dos grupos CTL (n = 4), OB (n = 4), JI (n =5) e JI+Exe (n = 5). A significancia estatistica utilizada
foi p <0,05. 2 para o grupo CTL versus OB; ? para o grupo OB versus JI; ¢ para o grupo OB versus
JI+Exe; 9 para o grupo JI versus JI+Exe.

Ao avaliarmos os marcadores bioquimicos, os niveis séricos de TG e colesterol do
grupo OB estavam elevados comparado ao grupo CTL (Figura 3 A-B). Na avaliacdo de corpos
cetbnicos, mensuramos os niveis de B-Hidroxibutirato (B-HB) em tempos de jejum diferente
(Figura 3 C). Apos 16 horas de jejum, os niveis de 3-HB foi maior no grupo JI+Exe comparado
ao grupo OB. As andlises histolégicas, mostraram acumulo de gordura hepética no figado do
grupo OB, que apresentaram maior area de coloracédo de lipidios comparado ao grupo CTL,
0 que ndo foi observado nos grupos Jl e JI+Exe (Figura 3 D-E).
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Marcacao lipidica por coloracao de 6leo vermelho em secdes de figado. As barras representam médias
e SEM dos grupos CTL, OB, JI e JI+Exe (n = 4-6). A significancia estatistica utilizada foi p <0,05. 2 para
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o grupo CTL versus OB; ? para o grupo OB versus JI; ¢para o grupo OB versus JI+Exe; ¢ para o grupo
Jl versus JI+Exe.

A andlise molecular no figado de proteinas estimuladas com insulina mostrou que o
grupo OB teve diminuicdo da fosforilacdo de IRS17612 e AktS*”® em comparagdo com o grupo
CTL, sem alteragdes no pIR"9"2, pGSK3RS°, pERKT202¥204 e pHSLS%¢® (Figura 4 A-B). O grupo
JI+Exe teve aumento em relacdo ao pIRYY’, IRS1Y62, pAktS*"3, pGSK3BS°, pERKT202y204 ¢
PHSLS%® comparado ao grupo OB (Figura 4 C-D). Além disso, a fosforilagcdo do pIR"Y,
IRS1612 @ pGSK3BS°® no grupo JI+Exe foi maior do que o grupo JI. Por fim, o grupo Jli
apresentou aumento de pGSK3B%° em comparagédo com o grupo OB.
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Figura 4. Analise molecular da via de sinalizacdo da insulina no figado da 12 Etapa. A. Extratos
de figado com estimula¢&o de insulina dos grupos CTL e OB. B. Proteinas relacionadas com a via de
sinalizacao de insulina e a oxidacéo de &cidos graxos dos grupos CTL (n=7) e OB (n = 7). C. Extratos
de figado com estimulagéo de insulina dos grupos OB, JI e JI+Exe. D. Proteinas relacionadas com a
via de sinalizacéo da insulina e a oxidacéo de acidos graxos dos grupos OB (n = 4), JI (n = 5) e JI+Exe
(n = 5) grupos. As barras representam médias e SEM dos grupos CTL, OB, JI e JI+Exe. A significancia
estatistica utilizada foi p <0,05. 2 para o grupo CTL versus OB; ? para o grupo OB versus JI; ¢para o
grupo OB versus JI+Exe; 9 para o grupo Jl versus JI+Exe.

O mRNA para genes relacionados a B-oxidagdo de acidos graxos, lipogénese e
producado de glicose hepatica induzida por insulina no figado também foram determinados.
Para os genes de oxidacao de acidos graxos, os niveis de ppara foram significativamente
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maiores no grupo Ji+Exe em comparacdo com OB e Jl e Cptla foi maior nos grupos JI e
JI+Exe em relagédo ao grupo OB. Para 0s genes relacionados com a lipogénese, o grupo OB
apresentou niveis aumentados de Srebplc e Cd36 em compara¢do com o grupo CTL, mas
os grupos Jl e JI+Exe apresentaram niveis mais baixos em comparacao ao grupo OB. Quanto
aos genes gliconeogénicos, o grupo OB apresentou niveis mais elevados de Fbpl, Pckl e
Pgcla em comparacéo ao grupo CTL, entretanto, o grupo JI+Exe mostraram alguma protecao
contra esse aumento (Figura 5 A).
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Figura 5. Expresséo da B-oxidacdo de acidos graxos, lipogénese e gliconeogénese no tecido
hepatico. A. Niveis de mRNA em genes relacionados & oxidacao de &cidos graxos (Ppara / Cptla),
lipogénese (Srebplc/ Cd36) e gliconeogénese (Fbpl/Pckl/Pgcla). O gene GAPDH foi utilizado para
normalizar os niveis de MRNA. As barras representam meédias e SEM dos grupos CTL, OB, Jl e JI+Exe
(n = 4). A significancia estatistica utilizada foi p <0,05. 2 para o grupo CTL versus OB; P para o grupo
OB versus JI; ¢ para o grupo OB versus JI+Exe; 9 para o grupo JI versus JI+Exe.

Conclusao:

Os resultados obtidos mostram que o Jl isolado consegue reduzir o ganho de peso e
adiposidade, além disso, aumenta a oxidacao de acidos graxos e reduz genes de lipogénese
no figado. Adaptagfes adicionais foram encontradas no grupo que aliou JI e EA, como
aumento do consumo de oxigénio (VO3), producgéo de dioxido de carbono (VCO3) e produgéo
de corpos cetdnicos (B-Hidroxibutirato). JI+Exe melhorou também a via de sinalizacao da
insulina, promoveu aumento dos genes de oxidacdo de acidos graxos, e reducdo da
expressao de genes ligados a gliconeogénese e lipogénese no figado. Além disso, os
resultados em nivel molecular do grupo Ji+Exe foram acompanhados por melhora do
metabolismo de glicose, triglicerideos séricos mais baixos e conteudo lipidico hepéatico
reduzido. Em concluséo, os resultados indicam que o JI associado com o EA é capaz de
mitigar os efeitos deletérios do consumo de dieta hiperlipidica sobre a adiposidade corporal,
metabolismo hepatico e homeostase glicémica em camundongos.
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