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RESUMO

A obesidade é uma doencga caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura
corporal, que ocasiona prejuizos a saude das pessoas acometidas. Assim,
estratégias como exercicio fisico e o jejum intermitente tem sido alvo de
investigacdes na ciéncia atual por trazer inumeros beneficios a saude. Dentre as
adaptagdes positivas promovidas pelo exercicio e o jejum, tem se destacado o
aumento da capacidade termogénica do tecido adiposo branco através de um
processo denominado browning. Essa adaptacéo induz alteragdes moleculares
que elevam a capacidade oxidativa do tecido adiposo branco, relacionado com
aumento do conteudo da proteina desacopladora 1 (UCP1) mitocondrial, com
consequente aumento do gasto caldrico do organismo. O fator transcricional 15
similar a Krippel (KLF15) presente no adipdcito parece ser capaz de induzir
aumento da expressao de UCP-1. No entanto, ainda nao é claro os mecanismos
atrelados a essa adaptacao no tecido adiposo branco e se pode ser alcangado
pelo exercicio fisico ou pelo jejum intermitente. O presente estudo investigou os
efeitos do jejum intermitente associado ou nao ao exercicio fisico aerébio sobre
o eixo KLF15/UCP1 no tecido adiposo branco de camundongos Swiss. Os
roedores foram distribuidos nos grupos: controle (CTL) alimentados com dieta
padrdo; grupo obeso (OB) alimentados com dieta hiperlipidica; grupo jejum
intermitente (JI) alimentados com dieta hiperlipidica, com periodo de jejum de 16
horas diarias; grupo jejum intermitente exercitado (JI+EXE), alimentados com
dieta hiperlipidica, com periodo de jejum de 16 horas diarias e exercitados no
mesmo periodo. O experimento teve duracao total de 5 semanas. O protocolo
de exercicio fisico aerdbio foi de corrida em esteira ergométrica, duragcéo de 60
minutos e na intensidade de 60% da velocidade maxima de corrida. Ao final do
experimento foram realizadas as analises de composig¢ao corporal, fisiolégicas,

moleculares e histolégicas (Immunoblot e H&E) nos diferentes grupos
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experimentais. Os nossos resultados revelaram que o exercicio gerou efeitos
agonistas aos beneficios observados pelo jejum, controlando glicemia, ganho de
massa corporal e hipertrofia dos adipdcitos. Além disso, o exercicio também foi
capaz de aumentar os niveis proteicos de UCP1, indicando que possivelmente

0 jejum e exercicio estavam gerando browning no tecido adiposo.

Palavras-chave: jejum intermitente, exercicio aerobio, Browning, tecido

adiposo, gasto energético.
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ABSTRACT

Obesity is a disease characterized by the excessive accumulation of

body fat, which damages the health of affected people. Thus, strategies such as
physical exercise and intermittent fasting have been the target of investigations
in current science for bringing countless health benefits. Among the positive
adaptations promoted by exercise and fasting, the increase in the thermogenic
capacity of white adipose tissue through a process called browning has been
highlighted. This adaptation induces molecular alterations that increase the
oxidative capacity of white adipose tissue, related to an increase in the content
of mitochondrial uncoupling protein 1 (UCP1), with a consequent increase in the
body's caloric expenditure. The Kruppel-like transcription factor 15 (KLF15)
present in adipocytes seems to be able to induce increased expression of UCP1.
However, the mechanisms linked to this adaptation in white adipose tissue are
still unclear and whether it can be achieved by physical exercise or intermittent
fasting. The present study aims to investigate the effects of intermittent fasting
associated or not with aerobic exercise on the KLF15/UCP1 axis in white adipose
tissue of Swiss mice. Rodents were distributed into groups: control (CTL) fed a
standard diet; obese group (OB) fed a high-fat diet; intermittent fasting (JI) group
fed a high-fat diet, with a fasting period of 16 hours per day; group exercised
intermittent fasting (JI+EXE), fed a high-fat diet, with a fasting period of 16 hours
and exercised in the same period. The experiment lasted a total of 5 weeks. The
aerobic physical exercise protocol consisted of running on a treadmill, lasting 60
minutes and at an intensity of 60% of the maximum running speed. At the end of
the experiment, analyzes of body composition, physiological, molecular and
histological (Immunoblot and H&E) were carried out in the different experimental
groups. Our results revealed that exercise generated agonist effects to the
benefits observed by fasting, controlling glycemia, body mass gain and adipocyte

hypertrophy. In addition, exercise was also able to increase UCP1 protein levels,
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possibly indicating that fasting and exercise were causing browning in adipose

tissue.

Keywords: intermittent fasting, aerobic exercise, Browning, adipose tissue,

energy expenditure

Limeira
2021



ILUSTRAGAO

Figura 1 Figura ilustrativa da hipotese da proposta de pesquisa

Limeira
2021



GRAFICOS
Figura 2 Massa corporal; Delta da massa corporal; indice de Lee
Figura 3 Ingestéo alimentar; Massa do tecido adiposo inguinal
Figura 4 TTI; ASC TTI
Figura 5 Area dos adipdcitos
Figura 6 Niveis proteicos de UCP1; Correlagdo KLF15/UCP1; Niveis
proteicos de KLF15

10
Limeira
2021



Figura 5
Figura 6

IMAGENS
Imagens histologicas

Imagens do immunoblot

Limeira
2021

11



SUMARIO

. INTRODUGAO

. MATERIAIS E METODOS

2.2. Grupos de animais e etapas experimentais

2.3. Protocolo de treinamento fisico aerdbio

2.4. Teste de Tolerancia a Insulina intraperitoneal (TTlip)

2.5. Eutanasia e extracio dos tecidos dos animais

2.6. Immunoblot

2.7. Analise histologica dos cortes pelo método da hematoxilina e
eosina (HE)

2.8. Analise Estatistica

. RESULTADOS

3.1. Efeitos das intervengdes de jejum intermitente e exercicio fisico

aerobio no ganho de adiposidade, massa corporal, homeostase

glicémica e ingestao alimentar

3.2. Efeitos das intervencdes de jejum intermitente e exercicio fisico

aeroébio sobre o conteudo proteico de da KLF-15 e UCP-1

. DISCUSSAO

. BIBLIOGRAFIA

Limeira
2021

12



1. INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em decorréncia do
comportamento alimentar hipercalérico e inatividade fisica atual de grande parte
da populagao, a obesidade se tornou uma doenga pandémica quase triplicando
0 numero de pessoas obesas entre os anos de 1975 e 2016 e atingindo 13% da
populagdo mundial '. A obesidade ¢é resultante de inumeros fatores
(comportamentais, ambientais e genéticos); caracterizada por um balango
energético positivo e acumulo excessivo de adiposidade corporal, inflamagéo
subclinica e esta associada a diversas doengas como diabetes do tipo 2,
hipertensdo esteatose hepatica nao alcodlica, problemas cardiovasculares,
alguns tipos de cancer, entre outras 2.

Neste cenario, surge a necessidade de expandir e aprofundar o
conhecimento sobre os efeitos de intervengdes nao farmacoldgicas e que sao 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 sdo realizados de maneira isoladas para atenuar
os efeitos deletérios do excesso de adiposidade corporal. O exercicio fisico pode
gerar alguns efeitos no corpo de extrema importancia como reducédo de peso,
reducao de gordura 3 e melhora da sensibilidade a insulina corporal 4. Em obesos
nao diabéticos a atividade fisica regular € capaz de reduzir o risco de
desenvolvimento de diabetes do tipo 2 em até 46%, e a pratica de exercicios
aerobios por 20 minutos, trés vezes por semana durante um periodo de quatro
semanas € o suficiente para reduzir peso e gordura corporal 5. Além disso, a
realizacdo do exercicio fisico tem implicagbes positivas sobre o organismo,
elevando o gasto energético e favorecendo a hipertrofia do musculo esquelético
6. Tanto durante o exercicio como apds o esfor¢co o aumento do gasto energético
pode positivamente contribuir para o déficit energético. Ademais, a melhora na
capacidade oxidativa do musculo favorece a utilizagcdo de gordura como
substrato energético contribuindo para o emagrecimento a médio e longo prazo
7.

Atualmente, tem sido aplicado o jejum intermitente com diferentes

periodos de acesso e restricdo alimentar, com variacdo mais curta de 8 horas de
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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 utilizagdo de
gordura como fonte de energia (jejum mais curtos de 8- 16 h), como além disso,
induzir processos de autofagia e aumento da produgdo de corpos cetbnicos
(jejum mais longos acima de 24 h) no organismo 8. Este tempo de jejum é capaz
de motivar comportamentos e ativar vias catabodlicas que ndo sao ativadas em
um padréo alimentar comum, podendo prover alguns beneficios sobre a saude
metabdlica °. Em um estudo feito com humanos, a restrigdo do tempo alimentar
de 16 horas sem limitar a ingestdo de caloria diaria total foi suficiente para
diminuir a gordura corporal '°©. Em um estudo realizado envolvendo jejum
intermitente foi relatado efeito de protegcdo de doencgas cardiovasculares em
modelos animais ''; efeitos anti-inflamatorios periféricos e centrais em ratos % e
se aliado a praticas de exercicios fisicos, um outro estudo em humanos exibiu
melhorias na plasticidade sinaptica e fatores associados ao aumento da
longevidade 2. Mediante estes efeitos benéficos que podem ser obtidos através
do jejum intermitente e exercicio fisico, as pesquisas tem se expandido nas
analises dessas intervencgdes sobre outros tecidos do corpo, e dessa forma tem
se buscado verificar o impacto dessas medidas sobre o processo browning do
tecido adiposo branco (TAB).

O tecido adiposo marrom (TAM) e o TAB exprimem fungdes diferentes no
corpo, o primeiro tem uma fungao importante de termogénese e de manutengao
da homeostase energética com maior capacidade de expressao de genes de
proteinas envolvidas no processo de lipdlise, ja o TAB tem fungao de estoque de
nutrientes em forma de gordura '3. A fungdo termogénica do tecido adiposo
marrom é ativada através da agdo da proteina desacopladora 1 (do inglés,
Uncoupling protein 1 - UCP1) mitocondrial, uma importante proteina que gera
calor por meio da dissociacao da respiragao celular da producao de adenosina
trifosfato (ATP) na membrana interna da mitocdndria, porém essa caracteristica
de producdo de calor também pode ser observada no TAB em situacdes
especificas, como por exemplo: exposicdo a baixas temperaturas, tratamentos
farmacéuticos, exercicio e em alguns casos sob privacdo de nutrientes, e isso
acontece por conta do processo browning '*. Essa adaptagido no TAB promove

alteragdo na coloragao tornando-se bege e por isso o termo browning é
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empregado, onde o TAB assume algumas caracteristicas de tecido adiposo
marrom. Este processo € regulado por moléculas como o coativador-1 do
receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PGC10(] 5,

Além disso, em estudo recente foi mostrado uma forte relacdo entre a
proteina 15 similar a Kruppel (do inglés, Krippel-like factors - KLF15) com o
processo browning do TAB '®. A KLF15 é um fator de transcri¢gdo presente em
varios processos metabdlicos em diferentes tecidos (figado, rim, coracéo,
musculo esquelético e tecido adiposo), como por exemplo, envolvido na
protedlise muscular para regulagéo da glicemia por meio da gliconeogénese .
Sua relagdo com o browning foi estabelecida pela ligacdo encontrada entre
KLF15 e a regiao promotora da UCP1 servindo como fator de transcricdo para
proteina desacopladora e um dos marcadores importantes do processo browning
13,16, Nesse sentido, tem se buscado entender os efeitos que o jejum e o exercicio
fisico aerdébio exercem na expressdo das proteinas envolvidas no processo
browning do tecido adiposo branco.

Em um estudo feito com roedores, foi observado que oito semanas de
jejum intermitente (JI) foi capaz de induzir um aumento nos niveis da proteina
UCP1 e na expressao de seu RNAm no tecido adiposo branco inguinal (TABI) 8,
a respeito do fator de transcricdo KLF 15, foi encontrado um significante aumento
da proteina durante a condigdo de jejum (48 horas) '°. Com relagéo aos efeitos
do exercicio sobre o processo browning, alguns achados demonstraram que
exercicio crénico promove o browning do TAB 2°, dentre eles, em um estudo
realizado com camundongos, 10 semanas de exercicio voluntario também foi
capaz de aumentar a quantidade de UCP1 mitocondrial 2!, porém ainda n&o 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 reducdo da adiposidade, através do processo de browning e
consequente aumento da termogénese, o impacto do jejum isoladamente ou
combinado com o exercicio fisico sobre a proteina KLF15 e seu papel na
manutengdo da perda de peso e gasto energético ndo esta totalmente
esclarecido. Portanto, o intuito da presente proposta de pesquisa foi investigar
os efeitos do jejum isoladamente e associado ao exercicio fisico sobre o fator de
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transcricdo KLF15 e no processo browning do tecido adiposo branco de
camundongos. A figura 1, ilustra a via de sinalizagdo molecular de interesse de
investigacao da pesquisa realizada.

Adipécito branco ()’ .
J Termogénese

Gasto

A . energético
Nucleo Mitocondria g

1t gt

QWM vcr ucr

Transcricao — l

Ganho de peso

Figura 1. Figura ilustrativa da hipotese da presente proposta de pesquisa com a
sinalizagdo molecular e mecanismo de indug¢ao do processo browning do tecido
adiposo branco através das intervencgdes jejum intermitente e exercicio fisico.
UCP-1, proteina desacopladora 1 (do inglés, Uncoupling protein 1); KLF15,
proteina 15 similar a Kruppel (do inglés, Kruppel-like factors). Figura ilustrativa

elaborada pelo autor do projeto.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Animais experimentais e procedimentos éticos

Foram utilizados camundongos Swiss com 4 semanas de vida,
provenientes do Biotério Central da Unicamp (CEMIBE). Todos os experimentos
com animais foram realizados de acordo com a legislagéo brasileira sobre o uso
cientifico de animais (lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008). Todos os
protocolos experimentais foram submetidos & anuéncia da Comiss&o 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). Todos os
experimentos previstos neste projeto foram aprovados pelo CEUA-UNICAMP

(ver documento e anexo).

16
Limeira
2021



Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno individuais sob as
condigbes controladas de ciclo claro-escuro (12/12h), com livre acesso a agua e
ragdo convencional ou hiperlipidica 22, salvo aqueles sob condigdo de
experimentacdo. Em todas as etapas os animais foram pesados semanalmente
e foi realizado o controle da ingestdo alimentar. A analise da ingestédo alimentar
foi realizada através do monitoramento e peso da ragao oferecida antes e apds
periodo de 24 horas. As sobras de racdo nesse periodo foram pesadas em
balanca de precisdo, oferecendo o valor de alimento ingerido. Os animais dos
grupos experimentais tiveram acesso ao alimento entre 5 h apds as luzes
apagarem (as luzes se apagam as 18h00) e 1 h apds as luzes acenderem (as
luzes se acendem as 6h00) 23, totalizando 16h de jejum diario. Os camundongos
foram distribuidos em diferentes grupos experimentais, conforme descrito a

seqguir.

2.2. Grupos de animais e etapas experimentais

Para o presente estudo os animais foram distribuidos nos seguintes
grupos experimentais: grupo denominado controle, constituido de animais que
receberam dieta convencional para roedores durante 5 semanas (CTL); grupo
denominado obeso induzido por dieta hiperlipidica, constituido de animais que
receberam dieta hiperlipidica para roedores durante 5 semanas (OB); grupo
denominado 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); grupo denominando 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 restrito ao alimento conforme previamente informado. A dieta
hiperlipidica tem sido previamente utilizada em estudo prévio %2.

Foram realizadas as analises de peso corporal e tamanho do animal
(comprimento naso-anal) para que fosse feito o calculo do indice de Lee (diviséo
da raiz cubica do peso em gramas pelo comprimento em milimetro multiplicado

por mil) e sensibilidade a insulina através do teste de tolerancia a insulina. As
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analises fisiologicas foram realizadas apds jejum prévio dos animais por periodo

de 6 horas.

2.3. Protocolo de treinamento fisico aerébio

Foi feito um teste incremental para definicdo da velocidade maxima de
corrida de cada animal. Tanto o teste incremental quanto o protocolo de
treinamento fisico foram realizados em esteira ergométrica para camundongos
(AVS Projetos, S&do Carlos, Sdo Paulo, Brasil). Previamente ao teste os animais
foram adaptados ao exercicio em esteira rolante durante 4 dias a fim de
minimizar o estresse do animal perante o ergdmetro 2, 10min/dia na velocidade
de 3m/min. Apés a adaptagao, o teste foi iniciado na velocidade de 6m/min, com
0% de inclinacao e incrementos de 3m/min a cada 3min até a exaustao voluntaria
dos camundongos, que ocorreu quando os animais encostaram 5 vezes no final
da esteira no intervalo de 1min. A poténcia maxima (Pmax) foi definida como a
velocidade (m/min) de exaustao obtida por cada animal. Apds 24 horas do teste
incremental os animais deram inicio ao protocolo de treinamento fisico. Os
camundongos deram inicio ao treinamento correndo por periodo de 30 minutos
na primeira semana, depois por 45 minutos na segunda semana e por 60 minutos
na terceira semana em diante até a quinta semana, na intensidade de 60% da
Pmax. Houve um teste incremental na quinta semana para readequacado da

velocidade maxima dos animais prevendo adaptacido aos exercicios.

2.4. Teste de Tolerancia a Insulina intraperitoneal (TTlip)

Com jejum prévio de 6 horas, os camundongos foram submetidos ao teste
de tolerancia a insulina (TTI). Para isso, 0s animais receberam injecao
intraperitoneal de insulina recombinante humana (Humulin R) da Eli Lilly
(Indiandpolis, IN, USA) na concentracdo de 1,5 U/kg de massa corporal.
Amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos a partir da cauda dos animais para a determinacédo da glicemia. O tempo
0 representa o valor basal de glicose (e a glicemia de jejum) no sangue dos
animais e que antecede a injecao de insulina. A taxa constante de captacao da
glicose plasmatica (Kitt) foi calculada usando a formula 0,693/meia-vida bioldgica

(t1/2). A glicose plasmatica t1/2 foi calculada a partir da inclinagdo da ultima

18
Limeira
2021



analise dos minimos quadrados da concentragdo da glicose sérica durante a fase

de decaimento linear .

2.5. Eutanasia e extragao dos tecidos dos animais

Os camundongos receberam previamente aos procedimentos cirurgicos
e de extragao dos tecidos, injecao intraperitoneal (i.p.) de ketamine chlorohydrate
(50 mg/kg; Ketalar; Parke-Davis, Ann Arbor, Ml) e xylazine (20 mg/kg; Rompun;
Bayer, Leverkusen), e eutanasiados por deslocamento cervical. Todos os
animais permaneceram em jejum de 6 horas antes dos procedimentos de
extragao dos tecidos. Amostras do tecido adiposo branco inguinal foram retiradas
dos animais dos diferentes grupos experimentais. Posteriormente, os tecidos
foram homogeneizados em tamp&o de extracdo como descrito por Mufioz (2018)
26 Parte deste foi utilizado para determinagéo do contetido das proteinas totais
através do método de Bicinchoninic Acid (BCA) (Sigma-Aldrich(r)), enquanto a
outra parte foi submetida a técnica de immunoblot (IB) com anticorpos

especificos.

2.6. Immunoblot

Apos a determinagao do conteudo de proteinas totais, ao sobrenadante
foi acrescentado tampé&o de Laemmli (Laemmli, 1970) contendo 100 mM de DTT,
e entdo aquecido por 5-10 minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteinas
(80 ug) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE.
Por fim, as membranas de nitrocelulose foram incubadas em sala escura com
substrato luminol quimioluminescente (Pierce Reagents(r)) por 5 minutos e
expostas a filmes fotossensiveis de RX Kodak(r) e revelados por método
tradicional (maquina de Raios-X). As bandas identificadas na autorradiografia
foram quantificadas nas suas areas utilizando densitometria 6ptica. Para tal, foi
utilizado um scanner de mesa Color Page HR6X (Genius(r)) e o programa Un-
Scan-It Gel 6.1(r). Os anticorpos usados para immunoblot foram: anti-KLF15,

anti-UCP1 e anti-g-Actina (Cell Signaling Technology, Beverly, MA).

2.7. Analise histolégica dos cortes pelo método da hematoxilina e eosina
(HE)
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Para analise histologica, tecido adiposo foi fixado em formaldeido a 4% e
incorporado em parafina. Seg¢des IWAT embutidas em parafina (5-um de

espessura) foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).

2.8. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + Erro Padrao da Média. Os
resultados das proteinas obtidas através de immunoblot foram apresentados
como comparacgdes diretas das bandas proteicas nas autorradiografias, 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 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.

3. RESULTADOS
3.1. Efeitos das intervengées de jejum intermitente e exercicio fisico
aerdbio no ganho de adiposidade, massa corporal, homeostase glicémica
e ingestao alimentar

A partir da primeira semana da etapa experimental, o grupo OB exibiu um
aumento significativo da massa corporal total em relagao ao grupo CTL, e a
diferenga entre esses dois grupos se manteve até a quinta semana. Da segunda
semana em diante, o grupo OB apresentou um aumento significativo no ganho
de massa corporal em comparacgao ao grupo JI+EXE. O grupo CTL apresentou
um aumento no ganho de massa corporal maior do que o grupo JI na terceira
semana, assim como o grupo OB diferiu significativamente do grupo JI+EXE, e,
curiosamente o grupo JI também exibiu diferenca significativa em comparacéo
ao grupo JI+EXE. Na quarta e quinta semana, além das diferengas supracitadas,
o grupo OB apresentou maior ganho de massa corporal do que o grupo JI (Fig.
2A). O delta da massa corporal dos animais foi avaliado a fim de analisar o ganho

ou a perda de peso no experimento. Dessa forma, o grupo JI+EXE foi o que
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menos ganhou massa corporal total em comparagdo com os grupos CTL, OB e
JI, além disso, foi o unico grupo que, curiosamente, apresentou animais com
delta negativo (Fig 2B). Ja na analise de indice de Lee, realizada para estimar a
gordura corporal dos animais de maneira mais simples quanto avaliagbes mais
invasivas, porém mais precisas 27, somente o grupo JI+EXE apresentou valores

inferiores em relagéo ao grupo OB (Fig 2C).
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Figura 2. A, evolugdo da massa corporal por semana; B, massa corporal inicial
menos final; C, raiz cubica do peso corporal sobre o comprimento nasoanal dos

animais; (n = 6-14). Significancia adotada de p < 0,05.

Nas analises de ingestao alimentar, o grupo OB exibiu maior ingestdo em
comparagao ao grupo JI+EXE durante as 5 semanas de analise, e ao longo de
todo experimento, exibiu uma leve tendéncia a queda de ingestao alimentar (Fig.
3A). A respeito da massa do tecido adiposo branco inguinal, apesar de ser
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possivel observar uma tendéncia de aumento do peso do tecido adiposo do
grupo OB e de redugao do grupo JI+EXE, ndo foram encontradas nenhuma

diferenca significativa entre os grupos (Fig. 3B).
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Figura 3. A, ingestao alimentar dos animais; B, massa do tecido adiposo; (n =
6-14). 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 em todos os tempos
coletados (Fig. 4A). Assim como a sua area sob a curva glicémica que também

foi maior que os demais grupos estudados (Fig. 4B).
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Figura 4. A, Curva glicémica no teste de tolerancia a insulina; B area sob a curva

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

A partir da analise histoldgica, visualizado com ampliacdo de x10 e x40
(Fig. 5A), e quantificado em ampliagdo x10, foi observado que o grupo OB
apresentou maiores adipdcitos em comparagao com o grupo CTL e JI, enquanto
o grupo JI+EXE, apresentou menores adipdcitos em relagdo aos grupos OB e
JI.(Fig. 5B).

23
Limeira
2021



A. cTL o8B T JI+EXE

x10 2 o : H Qs b 7 3 \<.'},‘.
Phak A i ) ! e
LN eiR L A
5 phetol S, ot 1 o)
¥ .‘\/. A4 s _,'1" 2 A A
x40 > g N T N

15 \"‘\ o N “?:‘/, > 4\\ A [ f / /

ByoC o @i B e

SEERS ™ “ :L‘~ H/
2&\ g \ 3 \t - 5 ¥ S \ ’/ e Jom) =y
‘h ‘ < n‘( l > < {
") / 2\ 5 ) N | }\
T k\\\, ' f 1 A Yo
B Area dos adopdcitos
a CTLxOB
60001 a b CTLxJ o CTL
¢ CTLxJ+EXE m OB
. 4000+
g_ bd of d OBxJl JI
OB x JI+EXE
20004 € X * JI+EXE
ﬁ f JI x JI+EXE
0 } }
CTL OB JIJI+EXE

Figura 5. A, Imagens histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina (H&E); B,

quantificacdo da area dos adipécitos em pm?2. Significancia adotada de p < 0,05.

3.2. Efeitos das intervengbées de jejum intermitente e exercicio fisico
aeroébio sobre o conteudo proteico de da KLF-15 e UCP-1
Niveis de UCP-1 maiores, indicariam maior presenga do processo
browning no tecido adiposo branco inguinal, ja uma correlagao positiva forte com
a KLF-15, evidenciaria uma modulagao também positiva sobre a proteina UCP-
1. Nossos dados demonstram que houve um aumento de UCP-1 somente no
grupo JI+EXE (Fig. 6B). No grupo JI tanto a UCP-1 quanto a KLF-15 tiveram
apenas tendéncia de aumento do seu conteudo proteico no TAB, assim como o
grupo JI+EXE nas observagdes feitas sobre os niveis proteicos de KLF15.
Enquanto que os niveis de UCP1 e KLF-15 no grupo OB apresentou tendéncia
de diminuigao (Fig. 6B e 6D).
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Figura 6. 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, grafico de correlagdo (Pearson) entre a KLF-15 e UCP-1; (n = 4-5).
Significancia adotada de p < 0,05.

4. Discussao

A presente pesquisa explorou os efeitos do jejum intermitente associado
ao exercicio fisico aerébio sobre a expressao proteica da KLF15 e UCP-1 e
geragao do processo browning no tecido adiposo branco inguinal. Durante a fase
experimental, foi observado que o JI+EXE foi capaz de prevenir o ganho de peso
total dos camundongos, assim como o JI e o JI+EXE foram capazes de melhorar

a sensibilidade a insulina, corroborando com um estudo realizado recentemente
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gue mostrou que o exercicio fisico aerébio agiu como agonista aos beneficios do
jejum intermitente quando realizados em concomitancia, controlando também a
massa corporal e prevenindo o ganho de peso dos animais 8.

Nesse sentido, os beneficios acentuados do jejum associado ao exercicio
aerobio também foram observados na ingestdo alimentar dos animais na
presente pesquisa, visto que os animais submetidos ao jejum e ao exercicio
exibiram uma menor ingestdao alimentar em comparagdo aos demais, indo
novamente ao encontro dos resultados previamente encontrados 28. Contudo,
experimento realizado comparando animais que nao foram submetidos a
nenhuma intervengao 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 intervencdes 2°. Isso demonstra
que mais estudos precisam ser realizados avaliando a ingestédo alimentar para
verificar se as intervengcbes com jejum intermitente e exercicio aerébio nao
impactam na ingestao calérica diaria dos camundongos.

Por outro lado, um achado na literatura que também pode explicar a
prevencgao do ganho de peso dos animais além do menor consumo alimentar, é
a troca do consumo de substratos de lipidios e carboidratos entre os estados de
jejum e alimentado respectivamente, uma vez que o0s animais submetidos a
restricdo alimentar e ao exercicio, exibiram maior utilizagdo de lipidios de jejum,
e de carboidratos apos a refeicdo, indicando uma melhor eficiéncia da troca
metabdlica 2830,

Em contrapartida, nas analises de peso do tecido adiposo branco inguinal,
apesar de haver uma tendéncia a reducgéo de peso do tecido adiposo dos grupos
submetidos as intervencdes, ndo foi encontrada nenhuma diferenga significativa
entre os grupos. Nesse sentido, o que pode explicar a redugdo da massa
corporal total dos animais e a ndo reducdo do tecido adiposo na mesma
proporcdo, € a protedlise do musculo esquelético, que € um dos efeitos da
privagdo de nutrientes gerada pelo jejum 3'. Apesar disso, nesse estudo ndo
fizemos a analise morfolégica ou do turnover proteico do musculo esquelético
dos animais. Além do mais, em um estudo que analisou a massa gorda total de
camundongos machos submetidos a 12 semanas de jejum e exercicio de alta

intensidade, foi encontrado que as intervencdes foram capazes de reduzir o peso
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do tecido adiposo dos animais, demonstrando que a longo prazo ambos s&o
eficientes para reduzir a gordura corporal 2°. Ademais, a analise de outros
depdsitos de gordura podera contribuir para confirmar se as intervengdes
propostas nesse presente estudo néo foi capaz de reduzir a adiposidade corporal
dos camundongos.

A hipertrofia do adipécitos é o principal fator de expansao do tecido
adiposo branco inguinal, esta intimamente ligado a disfungao do tecido adiposo,
e além disso, é o processo mais aparente na sindrome metabdlica em obesos
3233 Nesse sentido, nossas analises histologicas mostraram que o jejum e o
jejum combinado com o exercicio fisico foram capazes de proteger os animais
da expansado dos adipocitos em relacdo aos animais que nao realizaram
nenhuma intervencgéo, evitando o acumulo ectdpico de gordura e exibindo por
outro angulo o efeito da privagdo de comida e atividade fisica aerdbia,
demonstrando que a combinacao destas intervencdes pode ser significativa para
a prevencao de desenvolvimento da obesidade.

Para as analises de Immunoblot observamos apenas tendéncia de
aumento nos niveis de KLF-15 no tecido adiposo branco nos grupos JI e JI+EXE.
Nao foi verificado também correlacao forte de KLF-15 com os niveis de UCP-1
dos adipdcitos analisados como encontrado na literatura em camundongos
tratados com 8.

Nossas analises ocorreram 24 horas apos a ultima sessio de exercicio,
experimento do tipo tempo-resposta pode ser significativo para compreender se
de fato as intervengdes propostas nesse estudo nao sao suficientes para induzir
aumento no conteudo proteico de KLF-15 e UCP-1 no tecido adiposo branco
inguinal. Entretanto, as proteinas analisadas ndo apresentaram aumento e
reducdao simultdnea como visto em estudo prévio realizado utilizando animais
tratados com extrato de erva-mate e resveratrol, em que o tratamento gerou
aumento da UCP1 e diminuicido da KLF15 no tecido adiposo, indicando que as
diferentes vias que agem farmacos e exercicio sdo capazes de modular ambas
de maneiras distintas, dependendo da abordagem e ensaio empregados, e
sugerindo que possivelmente ha outras moléculas que agem sobre a UCP1 na
condigdo de jejum e exercitado 34.
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Ainda em relagdo a KLF15, em um estudo, animais transgénicos
superexpressos com o fator de transcricdo KLF 15 apresentaram protecéo contra
obesidade, porém, a isoforma da proteina desacopladora expressa pelo tecido
adiposo branco desses animais transgénicos, curiosamente, foi a UCP2,
indicando novamente que ha alguma via pouco esclarecida até o momento que
relaciona a KLF15 e UCP1 ao jejum e exercicio 3. Apesar disso, ha também
outros fatores que possivelmente podem justificar a correlagao insuficiente entre
essas duas moléculas, como por exemplo, a KLF-11, que no tecido adiposo
marrom, exibiu uma maior interagdo com a UCP-1 3. E em um estudo que
analisou a expressao de genes adipogénicos nos tecidos adiposos inguinal e
epididimal imediatamente apds uma unica sessao de exercicio, foi mostrado que
a KLF15 foi mais expressa no tecido adiposo branco epididimal em comparacéao
ao inguinal, assim como a UCP-1 que foi exclusivamente expressa no tecido
adiposo epididimal 32, sugerindo que talvez essas duas proteinas respondam
menos no tecido adiposo inguinal em resposta ao exercicio.

Dessa forma, mais estudos visando analisar os niveis de KLF-15 e UCP-
1, assim como analises de outras isoformas de KLF15 e outros tecidos adiposos
podem também agregar informagdes sobre o papel destes fatores de transcricao
sobre a UCP-1 e processo browning do tecido adiposo branco sob condicdes de
jejum intermitente e exercicio fisico.

Em conclusdo, nossos achados demonstram que o protocolo de jejum
intermitente associado ao exercicio fisico aerdbio diminuiu os efeitos da
obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica sobre o peso corporal e
sensibilidade a insulina, no entanto, nao foi capaz de alterar os niveis de KLF-
15, mas aumentou significativamente a expressao de UCP-1 no adipdcito branco

de camundongos.
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