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INTRODUCAOQ:

A Organizagdo Mundial da Salude (OMS) tem
alertado sobre o impacto negativo da ingestdo alimentar
inadequada e inatividade fisica sobre a salide metabdlica e
desenvolvimento de obesidade em grande parte do planeta. O
nimero de pessoas obesas quase triplicou entre os anos de
1975 e 2016 e atinge atualmente 13% da populagédo mundial 2.
A obesidade tem etiologia complexa e multifatorial,
caracterizada por um balanco energético positivo e acumulo
excessivo de gordura corporal que estd associada a diversas
doengas como diabetes do tipo 2, hipertenséo, dislipidemias,
alguns tipos de cancer, entre outras 2.

Neste cenario, surge a necessidade de expandir e
aprofundar o conhecimento sobre os efeitos de intervencdes
ndo farmacologicas e que sd@o de facil acessibilidade as
pessoas para tentar minimizar os impactos da obesidade.
Dentre as intervengdes com potencial para isso, ha o jejum
intermitente e o exercicio fisico, que em geral séo realizados de
maneira isoladas para atenuar os efeitos deletérios do excesso
de adiposidade corporal 3.

Atualmente, tem sido aplicado o jejum intermitente
com diferentes periodos de acesso e restricdo alimentar, com
variagdo mais curta de 8 horas de jejum por dia, até periodos
mais prolongados de jejum entre 24-36 h. O objetivo de aplicar
uma restricdo de tempo alimentar vai desde aumentar a
utilizacdo de gordura como fonte de energia (jejum mais curtos
de 8-16 h), como também, induzir processos de autofagia e
aumento da producao de corpos cetdnicos (jejum mais longos
acima de 24 h) no organismo. As evidéncias de modo geral
demonstram que essa pratica de realizar o jejum intermitente
pode prover beneficios a satide metabdlica e diminuir os efeitos
da obesidade 5.°.

Além disso, a realizacdo do exercicio fisico tem
implicagbes positivas sobre o organismo, elevando o gasto
energético e favorecendo o aumento do musculo esquelético °.
Tanto durante o exercicio como ap6s o esforco o aumento do
gasto energético pode positivamente contribuir para o déficit
energético. Ademais, a melhora na capacidade oxidativa do
musculo favorece a utilizagdo de gordura como substrato
energético favorecendo o emagrecimento a médio e longo
prazo 8 Mediante estes efeitos benéficos que podem ser
obtidos através do jejum intermitente e exercicio fisico, as
pesquisas tem se expandido nas analises dessas intervengdes
sobre outros tecidos do corpo. Dentre eles, destaca-se o papel
do tecido adiposo marrom (TAM) e o processo de begeamento

(Browning) observado no tecido adiposo branco (TAB) que
influéncia no processo de termogénese e gasto energético do
organismo °,%°,

O TAM e o TAB exprimem fun¢@es diferentes no
corpo, o primeiro tem uma funcdo importante de termogénese
e de manutengdo da homeostase energética com maior
capacidade de expressao de genes de proteinas envolvidas no
processo de lipdlise, ja o TAB tem fungdo de estoque de energia
em forma de gordura °. A fungdo termogénica do tecido
adiposo marrom € ativada através da acdo da proteina
desacopladora 1 (do inglés, Uncoupling protein 1 - UCP1)
mitocondrial, uma importante proteina que gera calor por meio
da dissociacéo da respiragao celular da produgao de adenosina
trifosfato (ATP) na membrana interna da mitocdndria, porém
essa caracteristica de producédo de calor também pode ser
observada no TAB em situagdes especificas, como por
exemplo: exercicio e em alguns casos sob privacdo de
nutrientes ou exposic¢ao ao frio, e isso acontece por conta do
processo Browning °.

Portanto, compreender novos mecanismos de
regulacéo do processo browning do TAB se torna relevante na
perspectiva de criagdo de novos alvos para combater a
obesidade. Estudo recente demonstrou evidéncias de que
proteina 15 similar a Kruppel (do inglés, Kriippel-like factors -
KLF15) participa do processo browning do TAB . Sua relagdo
com o browning foi estabelecida pela ligagdo encontrada entre
KLF15 e a regido promotora da UCP1 servindo como fator de
transcricdo para UCP1 e um dos marcadores importantes do
processo Browning 011,
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Figura 1. Figura ilustrativa da hipdtese da presente proposta de pesquisa com a sinalizagdo molecular e mecanismo de indugdo do processo
browning do tecido adiposo branco através das intervengdes jejum intermitente e exercicio fisico. UCP-1, proteina desacopladora 1 (do inglés,
Uncoupling protein 1); KLF15, proteina 15 similar a Kruppel (do inglés, Kriippel-like factors).

Em um estudo feito com roedores, foi observado que
oito semanas de jejum intermitente (J1) foi capaz de induzir um
aumento nos niveis da proteina UCP1 2, a respeito do fator de
transcricdo KLF15, foi encontrado um significante aumento da
proteina durante a condic&do de jejum prolongado (48 horas) 3.
Com relacdo aos efeitos do exercicio sobre o processo
browning, alguns achados demonstraram que exercicio cronico
promove o browning do TAB 4, porém ainda ndo é claro os
efeitos do exercicio fisico sobre a KLF15. Deste modo, embora
se saiba que tanto o jejum quanto o exercicio fisico contribuam
para reducéo da adiposidade, o impacto do jejum isoladamente
ou combinado com o exercicio fisico sobre a proteina KLF15
néo esta totalmente esclarecido. Portanto, o intuito da presente
proposta de pesquisa foi investigar os efeitos do jejum e do
jejum associado ao exercicio fisico sobre o fator de transcricdo
KLF15 no processo browning do tecido adiposo branco de
camundongos. A figura 1, ilustra a via de sinalizagao molecular
de interesse de investigagdo dessa presente proposta de
pesquisa.

METODOLOGIA:

Animais experimentais e procedimentos éticos

Foram utilizados camundongos Swiss com 4
semanas de vida, provenientes do Biotério Central da Unicamp
(CEMIBE). Todos o0s experimentos com animais foram
realizados de acordo com a legislacdo brasileira sobre o uso
cientifico de animais (lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008).
Todos os protocolos experimentais foram submetidos a
anuéncia da Comissao de Etica no uso de Animal (CEUA), do
Instituto de Ciéncias Biolégicas, da UNICAMP — Campinas-SP
e aprovados (processo n° 4175-1/2019/5185-1(A)/2020). Os
animais foram mantidos em gaiolas de polietileno individuais
sob as condi¢Bes controladas de ciclo claro-escuro (12/12h),
com livre acesso a agua e ragé@o convencional ou hiperlipidica
15, salvo aqueles sob condigdo de experimentagao.

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos
experimentais:

1. Grupo denominado controle, constituido de animais
que receberam dieta convencional para roedores
durante 5 semanas (CTL);

2. Grupo denominado obeso, constituido de animais
que receberam dieta hiperlipidica para roedores
durante 5 semanas (OB);

3. Grupo denominado obeso jejum intermitente,
constituido de animais que receberam dieta
hiperlipidica para roedores durante 5 semanas, no
entanto, a dieta foi oferecida somente por um periodo
de 8 horas (JI);

4. Grupo denominando obeso jejum intermitente
exercitado, constituido de animais que receberam
dieta hiperlipidica para roedores durante 5 semanas,
no entanto, a dieta foi oferecida somente por um
periodo de 8 horas e também foram submetidos a um
protocolo de exercicio fisico aerdbio de corrida
(JI+EXE) no mesmo periodo.

Sendo que os animais tiveram acesso ao alimento entre 5
horas apds as luzes apagarem e 1 hora apds acenderem.
Dessa forma, esses animais realizaram ciclos de estado de
jejum/alimentado de 16/8 horas/dia.

Protocolo de exercicio fisico aerébio
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Figura 2. A, evolugdo da massa corporal por semana; B, peso do resto da ragdo
dos animais analisado por semana; C, massa do tecido adiposo; (n = 6-14).
Significancia adotada de p < 0,05.

Foi realizada uma adaptagéo dos animais em esteira
rolante para camundongos, em seguida foi realizado teste para
determinar a velocidade méaxima dos animais, para entdo iniciar
o treinamento. Tanto a adaptacdo, quanto o teste e o
treinamento foram realizados de acordo com estudo prévio 6.

Teste de Tolerancia a Insulina intraperitoneal (TTlip)

O teste de tolerancia a insulina foi realizado conforme
descrito em estudo prévio . A glicose plasmatica t1/2 foi
calculada a partir da inclinagéo da Ultima analise dos minimos
quadrados da concentracdo da glicose sérica durante a fase de
decaimento linear 8.

Analise de ingestao alimentar

Foi realizado o controle de ingestdo alimentar
semanalmente pesando o resto da racdo dos animais em
balanga de preciséo.

Immunoblot

Foram realizados ensaios de immunobot e andlise do
tecido adiposo branco de acordo com estudo prévio €. Os
anticorpos usados para imunoblotting foram: anti-KLF15, anti-
UCP1 e anti-B-actina (Cell Signaling Technology, Beverly, MA).

Analise histolégica dos método da

hematoxilina e eosina (HE)

cortes pelo

Para analise histoldgica, o tecido adiposo foi fixado
em formaldeido a 4% e incorporado em parafina. Sec¢bes de
tecido adiposo branco inguinal embutidas em parafina (5 pm de
espessura) foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).

Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + Erro
Padrédo da Média. Os resultados das proteinas obtidas através
de immunoblotting foram apresentados como comparagoes
diretas das bandas proteicas em fotodocumentador, as quais
foram quantificadas através de densitometria usando o
programa Un-Scan-It Gel 6.1®. Para a analise estatistica foi
testada a normalidade dos dados e posteriormente foi realizado
o teste “t de Student” ou “Mann-Whitney” quando comparados

Glicose (mg/dL)

dois grupos. Para analises envolvendo mais de dois grupos, foi
utilizado o teste de “Analise de Variancia (ANOVA)” ou “Kruskal
Wallis”, seguido do teste de Bonferroni. A significancia
estatistica adotada foi de p<0.05. O programa “GraphPad Prism
6.0” foi empregado para efetuar as analises e elaborar os
gréficos.

RESULTADOS:

Jejum intermitente associado ao exercicio fisico
foi mais eficiente em atenuar o ganho de peso corporal e
em aumentar a sensibilidade a insulina nos
camundongos.

A partir da primeira semana da etapa experimental, o
grupo OB exibiu um aumento significante da massa corporal
total em relacdo ao grupo CTL, e a diferenga entre esses dois
grupos se manteve até a oitava semana. Da segunda semana
em diante, o grupo OB apresentou um aumento significante no
ganho de massa corporal em compara¢éo ao grupo JI+EXE. O
grupo CTL apresentou um aumento no ganho de massa
corporal maior do que o grupo Jl na terceira semana, assim
como o grupo OB diferiu significativamente do grupo JI+EXE,
e, curiosamente o grupo Jl também exibiu diferenca significante
em comparacao ao grupo JI+EXE. Na quarta e quinta semana,
além das diferencas supracitadas, o grupo OB apresentou
maior ganho de massa corporal do que o grupo JI (Fig. 2A).

Nas andlises de ingestdo alimentar, na primeira,
terceira e quinta semana o grupo JI+EXE diminuiu a ingestéo
significativamente em relagdo aos grupos CTL e OB. Além
disso, nas demais semanas, o grupo JI+EXE ndo reduziu a
ingestdo apenas em comparagao com o grupo Jl, e ainda, ao
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Figura 3. A, curva do teste de tolerdncia a insulina; B drea sob a curva do teste de

tolerdncia a insulina; (n = 6). Significancia adotada de p < 0,05.

longo de todo experimento, exibiu uma leve tendéncia a queda
de ingestao alimentar (Fig. 2B).
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Em relagdo a massa do tecido adiposo inguinal,
apesar de ndo ter sido encontrada diferenca significante entre
0s grupos, houve maior tendéncia no grupo OB de aumento e
no grupo JI+EXE de diminui¢cdo de massa (Fig. 2C).
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x10, foi observado que o grupo obeso apresentou maiores
adipdcitos em comparagéo com o grupo CTL e JI, enquanto o
grupo JI+EXE, apresentou menores adipécitos em relagdo aos
grupos OB e JI (Fig. 4B).

Jl JI+EXE

Figura 4. A, Imagens histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina (H&E); B, quantificacdo da area dos adipdcitos em pm?2. Significancia adotada

de p<0,05.

No teste de tolerancia a insulina, a glicemia em jejum
do grupo OB foi significativamente maior do que os grupos CTL,
JI e JI+EXE, assim como em todos os tempos analisados, por
outro lado, ao final do teste de tolerancia a glicose, no tempo
120, a curva glicémica exibiu uma queda mais expressiva do
grupo Jl em relagéo ao grupo CTL (Fig. 3A).

A partir da andlise histolégica, visualizado com
ampliacdo de x10 e x40 (Fig. 5A), e quantificado em ampliacéo

Jejum intermitente associado ao exercicio fisico
néo foi capaz de alterar o contetido proteico de KLF15, mas
aumentou os niveis de UCP-1 no tecido adiposo branco
dos camundongos

Niveis de UCP-1 maiores, indicariam maior presenca
do processo Browning no tecido adiposo branco inguinal, e uma
correlacdo positiva forte com a KLF-15, evidenciaria uma
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Figura 5. A, niveis das proteinas UCP-1, KLF-15 e B-Actina no tecido adiposo inguinal; B e D, percentual das proteinas KLF-15 e UCP-1 no tecido
adiposo inguinal; C, gréfico de correlagdo (Pearson) entre a KLF-15 e UCP-1; (n = 5-6). Significancia adotada de p < 0,05.
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modulacdo também positiva sobre a UCP-1, porém, foi
encontrado um aumento significativo do grupo JI+EXE apenas
para os niveis de UCP-1 (Fig. 5B), para a anélise de KLF-15 no
tecido adiposo branco ndo foram encontradas diferencas
estatisticas para os grupos estudados (Fig. 5D).

DISCUSSAO:

A presente proposta de pesquisa procurou explorar
os efeitos do jejum intermitente associado ao exercicio fisico
aerébio sobre a expresséo proteica de KLF-15 e UCP-1 no
tecido adiposo branco. Durante a fase experimental, foi
observado que o JI+EXE foi capaz de prevenir o ganho
acentuado de peso corporal total mediante a oferta de uma
dieta hiperlipidica e melhorou a sensibilidade a insulina. Esses
resultados obtidos corroboram com estudo realizado
recentemente que demonstrou que o exercicio fisico aerébio
teve efeito agonista quando realizado em concomitancia com
jejum intermitente 6.

Em relacdo a ingestdo alimentar dos animais, os
camundongos do grupo JI se diferenciaram significativamente
apenas do grupo controle, enquanto que 0s animais
submetidos ao jejum e ao exercicio exibiram uma menor
ingestdo alimentar em comparagdo aos demais, indo ao
encontro com resultados previamente encontrados %, No
entanto, experimento realizado comparando animais que nao
foram submetidos a nenhuma intervengdo com animais
submetidos ao jejum e ao jejum concomitante ao exercicio
fisico de alta intensidade, nenhuma diferenga significante foi
encontrada em um periodo de 12 semanas de intervengdes *°.
Isso demonstra que mais estudos precisam ser realizados
avaliando a ingestéo alimentar para verificar se as intervencdes
com jejum intermitente e exercicio aerébio ndo impactam na
ingestao caldrica diaria dos camundongos.

Por outro lado, nas andlises de peso do tecido
adiposo branco inguinal, ndo foi encontrada nenhuma diferenca
significativa entre os grupos. Nesse sentido, 0 que pode
explicar a reducéo da massa corporal total dos animais e a ndo
reducgao do tecido adiposo na mesma proporcao, é a protedlise
do musculo esquelético, que é um dos efeitos da privacao de
nutrientes gerada pelo jejum 2°. No entanto, nesse estudo ndo
fizemos a analise morfolégica ou do turnover proteico do
musculo esquelético dos animais.

No entanto, as andlises histolégicas mostraram que
0 jejum e o jejum combinado com o exercicio fisico foram
capazes de proteger os animais da expansao dos adipdcitos
em comparagdo aos que nao realizaram nenhuma intervencgéo.
Isso demonstra que a combinacado destas intervengfes pode
ser significativa para a prevencdo de desenvolvimento da
obesidade.

Para as analises de Western Blotting observamos
apenas tendéncia de aumento nos niveis de KLF-15 no tecido
adiposo branco nos grupos Jl e JI+EXE. Nao foi verificado
também correlagdo forte de KLF-15 com os niveis de UCP-1
dos adipdcitos analisados. Tais diferengas ao que foi
encontrado previamente na literatura pode estar relacionado ao
tempo de jejum intermitente aplicado (16/8) e do tipo de
exercicio aerébio em que os animais foram submetidos (aerébio
de moderada intensidade) 3. Nossas analises ocorreram 24
horas apo6s a Ultima sessdo de exercicio, experimento do tipo
tempo-resposta pode ser significativo para compreender se de
fato as intervengBes propostas nesse estudo ndo sé&o

suficientes para induzir aumento no contetdo proteico de KLF-
15 e UCP-1 no tecido adiposo branco inguinal. A analise de
outras isoformas de KLF-15 podem também agregar
informacdes sobre o papel destes fatores de transcricdo sobre
a UCP-1 e processo browning do tecido adiposo branco 2. Em
conclusdo, nossos achados demonstram que o protocolo de
jejum intermitente associado ao exercicio fisico aerébio
diminuiu os efeitos da obesidade induzida por uma dieta
hiperlipidica sobre o peso corporal e sensibilidade a insulina, no
entanto, ndo foi capaz de alterar os niveis de KLF-15, mas
aumentou significativamente a expressdo de UCP-1 no
adipdcito branco de camundongos.
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