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Resumo

Padrdes alimentares erréaticos, como os experimentados por trabalhadores em turnos
invertidos, podem agravar a obesidade e a doenca hepatica esteatética metabdlica (DHEM).
O tempo de restricdo alimentar (TRA) surgiu como uma estratégia potencial para mitigar os
efeitos da obesidade, apoiada por varios estudos sobre seus beneficios para transtornos
metabodlicos como a DHEM. A prética de exercicio fisico regular é recomendada como um
método ndo farmacoldgico para lidar com a obesidade e problemas relacionados. Tanto o
TRA quanto o exercicio mostram, de forma independente, promissora melhoria na saude
metabdlica, no peso e no controle glicémico. Além disto, estratégias farmacologicas
envolvendo proteinas do ciclo circadiano, como a Rev-erba, sdo potenciais terapias para o
combate a obesidade e a DHEM. Assim, combinar ambas as abordagens poderia ser uma
estratégia potencial para combater a obesidade e a DHEM. Foram utilizados camundongos
C57BL/6J machos e fémeas com seis semanas de vida, submetidos a um protocolo de
inducdo a obesidade por 8 semananas e posteriormente submetidos ao TRA isoladamente,
TRA combinado com exercicio aerdbio e TRA combinado com a administracdo de SR9009
em camundongos obesos. Foi observado que o tratamento da obesidade e DHEM por meio
da estratégia de TRA, mesmo na janela inativa dos animais, mostrou efeitos positivos na
perda de peso, adiposidade, homeostase glicémica, sensibilidade a insulina, acumulo de
gordura hepética e reducédo de genes lipogénicos e inflamatorios no figado de camundongos
em dieta ocidental por 8 semanas. A combinagdo do TRA com exercicio aerdbio
proporcionou beneficios complementares em relacdo a regulacdo de TG hepatico e RER
para os machos, ja as fémeas demonstraram um melhor controle do colesterol sérico,
juntamente com a reducdo da expressdao do gene Fatp4 para ambos os sexos. O
desempenho no exercicio aerébio também melhorou para ambos, com machos obtendo
resultados superiores. Observou-se variacdo nas respostas metabdlicas entre 0s sexos,
destacando a necessidade de mais estudos. Adicionalmente, a associacdo do agonista da
Rev-erba com o TRA trouxe melhorias na homeostase glicémica, sensibilidade a insulina e
colesterol sérico, contribuindo com dados inovadores para a literatura sobre essa
combinacédo terapéutica.

Palavras-chave: Obesidade; Tempo de Restricdo Alimentar; Exercicio Fisico; Rev-erba.



Abstract

Erratic eating patterns, such as those experienced by shift workers, can worsen
obesity and metabolic steatotic liver disease (MSLD). Time-restricted eating (TRE) has
emerged as a potential strategy to mitigate the effects of obesity, supported by several
studies on its benefits for metabolic disorders like MSLD. Regular physical exercise is
recommended as a non-pharmacological method to address obesity and related issues. Both
TRE and exercise show promising independent improvements in metabolic health, weight,
and glycemic control. Furthermore, pharmacological strategies involving circadian cycle
proteins, such as Rev-erba, are potential therapies against obesity and MSLD. Thus,
combining both approaches could be a promising strategy to combat obesity and MSLD.
Male and female C57BL/6J mice, six weeks old, were used and subjected to an obesity
induction protocol for eight weeks, followed by isolated TRE, TRE combined with aerobic
exercise, and TRE combined with the administration of SR9009 in obese mice. It was
observed that the treatment of obesity and MSLD through the TRE strategy, even during the
animals' inactive window, showed positive effects on weight loss, adiposity, glycemic
homeostasis, insulin sensitivity, hepatic fat accumulation, and a reduction of lipogenic and
inflammatory genes in the livers of mice on a Western diet for eight weeks. The combination
of TRE with aerobic exercise provided complementary benefits regarding hepatic TG
regulation and RER for males, while females exhibited better control of serum cholesterol,
along with a reduction in the expression of the Fatp4 gene for both sexes. Aerobic exercise
performance also improved for both, with males achieving superior results. Variations in
metabolic responses between sexes were observed, highlighting the need for further studies.
Additionally, the association of the Rev-erba agonist with TRE brought improvements in
glycemic homeostasis, insulin sensitivity, and serum cholesterol, contributing innovative data
to the literature on this therapeutic combination.

Key words: Obesity; Time restricted feeding; Physical Exercise; Rev-erba.
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1 Introducéao
A obesidade é um grave problema de saulde publica, caracterizada pelo acumulo

excessivo de gordura corporal, envolvendo uma grande variedade de fatores (genéticos,
metabolicos, sociais, comportamentais, psicolégicos e ambientais), de alcance mundial e
com taxas que quase dobraram nos ultimos 30 anos (1,2). No Brasil, segundo a organizagcéo
mundial da saude (OMS), aproximadamente, metade da populacdo brasileira encontra-se
acima da massa corporal ideal (3). O excesso de adiposidade é acompanhado muitas vezes
de resisténcia a insulina, que contribui para o desenvolvimento de distirbios metabdlicos
graves, incluindo diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doencas cardiovasculares (4-6). Além de
fornecer um local de armazenamento de gordura, o tecido adiposo branco desempenha um
papel fundamental na regulacdo da sensibilidade a insulina em tecidos alvo desse horménio,
como musculo esquelético e figado (7,8). O tecido adiposo exerce esse efeito quando
macrofagos do tipo M2 polarizam para macréfagos do tipo M1 e séo recrutados para o tecido
adiposo, produzindo citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), interleucina 1-beta (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6), que podem prejudicar a acao da
insulina, levando a resisténcia a insulina (1,2).

A metainflamacéo existente na obesidade induz prejuizos na sinalizacdo e acao da
insulina, com distUrbios notérios em processos metabdlicos no figado (9-12). Nessa
condigcdo de resisténcia a insulina verifica-se aumento da lipélise e maior direcionamento de
acidos graxos livres para o figado, culminando em acentuado acumulo de triacilglicerois
(TAG) no tecido hepéatico e mais tardiamente o desencadeamento da doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHEM) (12,13). Especula-se que a DHEM atinge um bilhdo de
individuos no mundo todo (14). Se ndo controlada de maneira eficiente, a DHEM pode
evoluir para esteatohepatite ndo alcodlica (non-alcoholic steatohepatitis - NASH - em inglés),
cirrose e alguns tipos de carcinoma hepético (15). Ndo obstante, a DHEM por si pode
aumentar o risco do desenvolvimento de outras doencas metabdlicas, incluindo diabetes,
dislipidemias, cardiopatias, entre outras, fazendo com que os pesquisadores sugerissem
renomear essa doenga como doenga hepatica gordurosa associada a disfungdo metabdlica
(Metabolic-dysfunction-associated fatty liver disease - DHEM - em inglés). Apesar disso, 0s
mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento da doenca e um tratamento
efetivo para ela continuam sendo um grande desafio, uma vez que ainda nao foram
totalmente elucidados (16).

A producdo hepatica de glicose (glicogendlise e gliconeogénese) também pode ser

mais exacerbada em condi¢cdes de obesidade e resisténcia a insulina (12-14). Com isso,
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verifica-se hiperglicemia de jejum e aumento dos valores de hemoglobina glicada que sdo
indicadores relacionados com distirbio do metabolismo de carboidrato no figado (11,12).
Tal fato ocorre, pois, a insulina € um horménio essencial para supressao da transcricdo de
enzimas chaves relacionadas a gliconeogénese no figado (12). Portanto, prejuizos na
sinalizacdo desse horménio acarretam em uma elevagédo da producéo de glicose pelo tecido
hepatico e em hiperglicemia. Além disso, a hiperinsulinemia esta relacionada com vias
moleculares que favorecem o acumulo de gordura no figado (12). Assim, estratégias com
intuito de melhorar a saude e a funcdo hepética sdo cruciais para prevenir o DM2 e o
desenvolvimento e progressao da DHEM.

O tempo de restricdo alimentar (TRA) tem sido uma estratégia adotada para minimizar
0s impactos da obesidade (16,17). Nas ultimas décadas um nimero grande de estudos vem
tentando investigar os efeitos fisiolégicos e moleculares desse tipo de intervencdo em
modelos experimentais com intuito de verificar os beneficios potenciais sobre o organismo
e na prevencdo e tratamento de disturbios metabdlicos atrelados a doengas como obesidade
e DM2 (16-19). Na mesma dire¢cdo, como uma estratégia ndo farmacoldgica, 0 exercicio
fisico tem sido utilizado para minimizar ou reverter os impactos da obesidade e suas co-
morbidades (20-23). Portanto, verifica-se que tanto o TRA quanto o exercicio fisico tém se
mostrado capaz de promover beneficios metabdlicos, reduzir peso e adiposidade corporal e
melhorar a homeostase glicémica.

Embora esses efeitos isolados da realizagdo do TRA ou do exercicio fisico tenham
sido positivos para a saude metabdlica, a realizagdo combinada de TRA e exercicio fisico &
ainda incipiente. Ademais, os efeitos do TRA parecem depender do horario que é realizado
e do sexo do roedor. E necesséario comentar que em estudo prévio realizado em nosso
laboratério envolvendo a combinacdo de TRA e exercicio fisico aerdbio, os camundongos
tiveram acesso a alimentacdo a noite e, portanto, no periodo mais ativo (17). De acordo com
investigacbes anteriores, o TRA nestas condicbes parece promover resultados mais
satisfatorios, principalmente em relacdo a atenuacdo do ganho de peso e melhora da
homeostase glicémica (17,18,24). Por outro lado, foi demonstrado que quando o TRA foi
aplicado no ciclo diurno e, portanto, na fase inativa do animal, os resultados foram mais
discretos ou ndo ocorreram (18,25,26).

Assim, torna-se relevante investigar se a estratégia adotada em nosso estudo anterior
de combinacdo de TRA com treinamento fisico aerébio também pode ser eficiente se
aplicado ao ciclo diurno do animal. Também € necessario destacar que o treinamento fisico
aerdbio foi realizado no final do periodo ativo e apds o periodo de alimentacédo dos roedores.

Estudo anterior mostrou que comer pela manha ou ao meio-dia seguido de exercicio a noite
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pode prevenir ganho de peso de forma mais eficaz do que exercicios durante a manha
seguida de comer ao meio-dia ou a noite (27). Nao menos importante, é relevante mencionar
que os impactos do TRA nao foram téo satisfatérios em roedores fémeas se comparado a
machos (28). Isto sugere que intervencbes adicionais (como a de um programa de
treinamento fisico) podem ser necessarias para melhorar a salde em fémeas. Mediante os
achados na literatura € possivel verificar que ha ainda muitas lacunas a serem exploradas
guanto o assunto é TRA.

Adicionalmente, outra estratégia com potencial para perda de peso e melhora do
metabolismo, envolve acdes capazes de promover a regulacdo de genes e proteinas
relacionadas ao ciclo circadiano. Especialmente, a via de sinalizacdo da REV-ERB
demonstra ser um alvo interessante em ambos 0s mecanismos e com um impacto sobre
0 ganho de peso (29) e saude metabolica (30,31). A proteina REV-ERB, codificada pelo
gene Nrldl esta relacionada com a regulagcdo dos genes relacionados ao reldgio
biolégico a nivel do sistema nervoso central, possuindo também uma relacdo direta no
controle de outros genes localizados nos tecidos periféricos, incluindo o figado (29,30).
A ativacdo da REV-ERB através de um agonista tem se mostrado capaz de atenuar os
impactos da obesidade sobre o acumulo de gordura no figado (30,32). Isto sugere que a
REV-ERB possui uma fungdo essencial na regulagdo sistémica e pode ser um alvo
promissor de combate a obesidade e a DHEM, mas que ainda n&o foi testada junto com

0 TRA e em ambos os sexos de roedores.

1.1 Obesidade e disturbios metabdlicos no tecido hepatico.

Entre as doencas metabolicas relacionadas a obesidade e ao envelhecimento, a
doenca hepética relacionada a obesidade metabdlica (DHEM) tem se tornado a mais
prevalente (33). O aumento do estresse oxidativo, da inflamacgéo, da disfuncdo mitocondrial
e a reducdo na sinalizacdo de hormonios fundamentais para processos metabdlicos como
lipogénese e gliconeogénese no figado sdo fatores que agravam as condicdes associadas
ao tecido hepatico.(14,17,20,34-38). A combinacdo desses fatores pode levar ao
desenvolvimento de fibrose no figado, que pode progredir para estagios mais severos como
cirrose e carcinoma hepatocelular. A DHEM é o ponto de partida para o desenvolvimento de
fibrose no tecido hepatico, caracterizada pelo acimulo de gordura intracelular. A prevaléncia
da DHEM em adultos varia entre 15% a 30%, com uma tendéncia a aumentar apos 0s 65
anos, podendo alcancar de 30% a 40%(39-41).

Além do acumulo de gordura no figado, a resisténcia a insulina contribui para o
aumento da producdo de glicose pelo figado (PHG), uma vez que a insulina tem a
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capacidade de inibir a gliconeogénese ao regular a expressédo de enzimas chave dessa via
(13,14,42). Portanto, a ineficacia em suprimir a gliconeogénese € considerada um fator
crucial para a hiperglicemia observada em pacientes com DM2 (42).

Pesquisas que induziram obesidade em roedores através de dietas ricas em gordura
mostraram resisténcia a insulina em tecidos periféricos, como o musculo esquelético, tecido
adiposo branco e figado (17,20,22,43,44). No tecido adiposo branco, que € o principal
reservatorio energético do corpo, a resisténcia a insulina impede a interrupcéao da lipdlise,
resultando em um aumento do fluxo de triacilglicerdis e acidos graxos livres na corrente
sanguinea (15). Essas substancias sdo entdo captadas pelo figado, onde uma parte €
transportada para as mitocdndrias por meio de proteinas como a carnitina palmitoil
transferase (CPT) para serem oxidadas ([3-oxidacdo), enquanto outra parte € convertida em
gordura (lipogénese) e armazenada nas células hepaticas, levando a esteatose hepatica
(45). Alem disso, a lipogénese de novo, que é um processo hepatico, pode ser acionada por
dietas ricas em gordura saturada, carboidratos e frutose, consistindo na produgédo de novos
acidos graxos a partir de glicose, aminoacidos e carboidratos (45).

Os niveis de glicose no sangue sdo fundamentais para a lipogénese, pois a glicose é
convertida em acetil-coenzima A (acetil-CoA) e, em seguida, em malonil-CoA, que € o
principal substrato desse processo (45). Para que a lipogénese ocorra, a atuacdo das
enzimas ACC (acetil-CoA carboxilase), FAS (acido graxo sintase) e SCD1 (esteroil-CoA
dessaturase) € essencial. A ACC converte o acetil-CoA em malonil-CoA, a FAS sintetiza
acidos graxos de cadeia longa a partir do malonil-CoA, e a SCD1 transforma malonil-CoA
em acidos graxos monoinsaturados (46). Pesquisas indicaram que animais com obesidade
e hiperglicemia apresentam um aumento no conteudo proteico de ACC, FAS e SCD1. Além
disso, a hiperglicemia leva a um aumento na producdo e na liberacdo de insulina, que é o
principal hormbnio responsével pela regulacdo da lipogénese (47).

A regulacdo da lipogénese pela insulina ocorre por meio da ativacdo do fator de
transcricdo SREBP-1C (proteina 1c ligadora do elemento regulatério de esterol). Esse fator
controla a expressdo génica de ACC, FAS e SCD1 (12,48). A sinalizagdo da insulina
promove a fosforilacdo da proteina quinase B (Akt), o que leva a ativacdo do complexo
MTORC1 (complexo 1 da proteina alvo de rapamicina em mamiferos), que, por sua vez,
sinaliza para o SREBP-1C (12,49). A importdncia dessa via foi demonstrada
experimentalmente pela inibicdo do SREBP-1C, que resultou em uma reducédo no acumulo
de gordura no figado de camundongos obesos alimentados com uma dieta rica em gordura.
(48).

Outra funcéo crucial da insulina é a regulacdo da producdo de nova glicose a partir
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de substratos ndo carboidratos no figado (42). Assim, a resisténcia a insulina no tecido
hepéatico tem implicacdes significativas na inibicdo da gliconeogénese, levando a um
aumento nos niveis de glicose no sangue, tanto em jejum quanto apos as refeicdes (42). O
efeito da insulina na supressao da gliconeogénese no figado se da por meio de sua ligacdo
ao receptor de insulina (IR) na membrana celular e a subsequente cascata de sinalizagcao
intracelular. Quando o hormonio se liga ao receptor, ocorre uma mudanca de forma no IR
gue resulta em sua ativacdo. Uma vez ativado, o IR fosforila os substratos 1 e 2 do receptor
de insulina (IRS1 e IRS2), ativando-os e estimulando sua associacdo com a fosfatidil-
inositol-3-quinase  (PI3K) (12). A PI3K ativa a proteina quinase dependente de
fosfoinositideos (PDK), que entdo recruta a Akt e induz sua fosforilacdo. A Akt regula varias
moléculas envolvidas em diferentes vias metabdlicas, incluindo a sintese de glicogénio, ao
fosforilar a glicogénio sintase 3 (GSK3). Além disso, a Akt também pode fosforilar o fator de
transcricdo FoxO1, um importante regulador da gliconeogénese. A FoxO1 é responsavel
pela transcricdo de proteinas chave dessa via metabodlica, como a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK) e a glicose-6-fosfatase (G6Pase) (12). Com a fosforilagdo, a FoxO1
€ removida do nucleo, interrompendo 0 processo transcricional e, consequentemente,
reduzindo a expresséo e o conteudo proteico de PEPCK e G6Pase (12). A superexpressao
da FoxOl leva a um aumento de G6Pase. Por outro lado, a auséncia da FoxO1l,
especialmente no figado, resulta em hipoglicemia em jejum nos animais knock-out para esse
gene (50). Animais que tiveram a FoxO1 deletada também mostraram menor expresséo de
PEPCK e G6Pase, indicando que a FoxO1l é um alvo terapéutico importante para a
manutencdo da homeostase glicémica (51).

Além disso, 0 excesso de ganho de peso, a resisténcia a insulina e a esteatose
hepéatica estdo associados a disfuncdo mitocondrial (52). As mitocondrias, organelas
essenciais para a respiracao celular, contém enzimas que convertem glicose, acidos graxos
e aminoacidos em energia (53). Em geral, a disfuncdo mitocondrial afeta todas as células,
mas tem um impacto mais significativo nas que demandam maior quantidade de energia,
como as do musculo cardiaco, figado e tecido adiposo (52-54). A incapacidade de gerar
energia adequadamente prejudica o funcionamento do musculo, do tecido adiposo e do
figado. Portanto, estratégias voltadas para melhorar a saude e a funcdo hepética séo
fundamentais para prevenir diabetes tipo 2 e para o desenvolvimento e progressdo da
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) para esteatohepatite ndo alcodlica e
cirrose.

1.2 Tempo de restricdo alimentar (TRA) e exercicio fisico no combate a obesidade e
DHEM: Implicagdes do sexo e ciclo circadiano
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Considerado uma intervencao dietética, a realizacdo do TRA vem se popularizando
nas ultimas décadas. O TRA é uma estratégia alimentar adotada no qual ndo se faz ingestao
de alimentos em um periodo do dia, resultando geralmente em uma menor ingestédo calérica
diaria, assim levando a perda de peso corporal (55). O tempo adotado nesse tipo de
intervengdo € variavel, com periodos de 9-12 h ou mais tempo. No entanto, periodos
restritivos de tempo de alimentacdo, em especial superior a 16 horas sdo mais dificeis de
serem adotados e mantidos a longo prazo pelas pessoas (56). Ja o TRA de 16 horas tem se
mostrado capaz de induzir perda de peso e melhoras metabdlicas na condicdo de obesidade
(17,18). Entretanto, a regulacdo da homeostase glicémica através do tempo de restricdo
alimentar e os efeitos disso em tecidos periféricos merece maior investigacdo. A avaliacao
dos efeitos do TRA associado ao exercicio fisico ainda é bastante escasso (57). Como
também, os efeitos combinados do TRA ao exercicio fisico em roedores fémeas ndo foram
amplamente explorados. Outra lacuna existente € a relagdo entre TRA e exercicio fisico
sobre a regulacao do ciclo circadiano. Neste cenario, ndo € sabido se os efeitos fisiolégicos
do tempo de restricdo alimentar estdo ligados diretamente na regulagdo de mecanismos
moleculares do ciclo circadiano, como por exemplo a proteina REV-ERB que exerce
importante acéo relacionada ao ritmo do relégio biologico e o metabolismo (16).

Sabe-se que a manutencdo da pratica do jejum e a reducdo de peso tende a reduzir
as taxas metabdlicas freando a perda de peso em longo prazo (58). Ademais, com areducao
de peso e adiposidade corporal os niveis de leptina também reduzem, sendo este um
horménio de fundamental importancia pararegulacdo da fome e saciedade (59). Esta € uma
guestao intrigante e que desperta interesse da comunidade cientifica com intuito de prover
mecanismos capazes de potencializar essa manutencdo da perda de peso e principalmente
proteger do reganho de peso. A queda no metabolismo (reducdo da taxa metabdlica basal)
acaba por impactar negativamente na manutencdo da perda de peso a longo prazo (58).
Dessa maneira, deslizes na alimentacdo com exageros na ingestdo de calorias durante o
ciclo inativo (no qual a taxa metabdlica é reduzida) favorecem o reganho de peso em
programas de emagrecimentos que tem como estratégia o uso do TRA.

Em uma pesquisa anterior, foi encontrado que a ingestado alimentar total em animais
submetidos a uma dieta rica em gordura, mesmo sob restricdo alimentar (TRA), pode ser
comparavel aquela de roedores alimentados ad libitum Assim, a implementacdo do TRA
pode ndo ser suficiente para evitar o desenvolvimento de alteracdes metabdlicas prejudiciais
guando o organismo estd exposto a uma dieta hiperlipidica por periodos prolongados
(18,60). Mudancas significativas no metabolismo tendem a ser mais pronunciadas quando
0 jejum é prolongado em roedores com alto teor de gordura na dieta (61). Por isso, manter
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periodos de TRA mais longos (acima de 16 horas) pode ser desafiador para muitas pessoas,
e estratégias adicionais podem ser necessarias para apoiar a saiude metabdlica. Além disso,
o aumento de peso foi associado a diminuicdo da atividade fisica espontanea, o que
prejudica ainda mais o metabolismo de lipidios e carboidratos em roedores obesos (18,62).
Portanto, combinar um programa de exercicios fisicos com o TRA pode ser uma estratégia
eficaz para proteger os roedores da obesidade.

Estudos em humanos também indicam que o TRA, com janelas de alimentacdo de 8
a 12 horas, pode ser eficaz para o controle da massa corporal em individuos obesos ou pré-
diabéticos, além de trazer beneficios adicionais como a reducdo da pressao arterial e dos
niveis de lipidios no sangue (63-66). Em homens com alto risco de desenvolver diabetes
tipo 2 (DM2), o TRA mostrou um controle glicémico positivo (67). Outro estudo envolvendo
pré-diabéticos avaliou um protocolo de TRA (com uma janela de 6 horas, com a ultima
refeicdo até as 15 horas) e observou melhorias nos niveis de insulina e na resposta das
células B do pancreas, além de reducdo na presséo arterial e no estresse oxidativo (68).
Assim, o ritmo circadiano parece ser um fator fundamental para a eficacia do TRA. Estudos
gue aplicaram a alimentacdo restrita no final da tarde ou a noite apresentaram menor
eficacia, levando a piores resultados em termos de glicemia de jejum, resposta das células
B e pressao arterial (69,70). Contudo, o ciclo de trabalho das pessoas nem sempre permite
gue sejam seguidos horarios mais adequados para a alimentacédo e o TRA.

Especulamos, que o tempo de restricdo alimentar seja uma estratégia capaz de
promover beneficios a salde metabdlica e reduzir adiposidade corporal, mas seus efeitos
sao mitigados em longo prazo. Este efeito reduzido na capacidade de reduzir a adiposidade
pode estar relacionado a sinalizacdo da REV-ERB, que como visto tem implicacbes na
transcricdo de genes em tecidos periféricos relacionados ao gasto energético e metabolismo
de carboidrato e gorduras (30-32,71). Portanto, o exercicio fisico pode ser uma estratégia
gue adotado em associacdo com o TRA pode trazer beneficios adicionais e ser eficiente em
proteger dos disturbios provocados pela alimentacdo de uma dieta rica em gordura sobre o
metabolismo hepético em roedores machos e fémeas. Em estudos anteriores temos visto
gue o exercicio fisico pode proteger os animais dos efeitos da obesidade e isso foi atrelado
a uma melhora na sinalizagdo da insulina e diminuicdo do acumulo de gordura e produgéo
de glicose pelo figado em camundongos (20-22).

Quanto ao impacto do sexo sobre os disturbios metabdlicos induzidos por uma dieta
obesogénica observa-se que sdo necessarios mais estudos. Sabe-se atualmente que as
mulheres sdo mais propensas a ganhar massa adiposa e resistir a perda de gordura
corporal. Quando se olha para prevaléncia global da obesidade, os nimeros apontam que
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€ mais alto nas mulheres do que nos homens (72). Outra caracteristica que merece destague
€ a que mulheres tém mais gordura e menos massa magra (musculo esquelético) em relacao
aos homens, mas para um equivalente de adiposidade, as mulheres sdo mais sensiveis a
insulina do que os homens (28). Além disso, as evidéncias provenientes de estudos
epidemiolégicos e clinicos demonstraram grandes diferencas entre os sexos na prevaléncia
de distarbios metabdlicos, com mulheres sendo protegidas de doencas cardiovasculares
(DCV) em relacdo a homens antes da menopausa. Apesar desse menor risco, nos ultimos
20 anos, o risco de DCV aumentou em mulheres na pré-menopausa, que foi atribuido a um
aumento na prevaléncia de diabetes que pode compensar esse dimorfismo sexual (73).
Levando em consideracdo que as mulheres desenvolvem doencas metabdlicas, como
DGHNA, e também s&o propensas a evoluir para formas mais graves da doenca, urge a
necessidade de incluir a avaliagdo dos impactos do TRA e exercicio neste grupo também.
Por fim, acreditamos que o TRA associado ao exercicio fisico seja capaz de regular a REV-
ERB, que é um repressor transcricional que regula os processos fisiolégicos envolvidos no
desenvolvimento da DHEM, incluindo a lipogénese e a inflamacdo. E que a andlise da
regulacdo da REV-ERB e do metabolismo hepatico em machos e fémeas possam revelar

diferentes adaptacfes, com obtencdo de dados que serdo pioneiros para a area da saude.

1.3 Regulacdo do metabolismo hepético através da Rev-erba

Em especial, a via de sinalizacdo das Rev-erbs (Rev-erba e Rev-erbf) se demonstra
ser um alvo interessante em mecanismos relacionados de ingestdo alimentar e gasto
energeético e com um impacto sobre o ganho de peso (29). As Rev-erbs, estdo relacionadas
com a regulacdo dos genes centrais do ciclo circadiano, possuindo também uma relacéo
direta no controle de outros genes localizados nos tecidos periféricos (29,30). Ambas as
proteinas (Rev-erba e Rev-erbf3) podem ligar-se a elementos especificos do DNA e regular
a transcricdo de genes, mas elas tém diferentes alvos genéticos e podem influenciar a
expressao génica de maneiras distintas. A Rev-erba é amplamente expressa em muitos
tecidos, incluindo o figado e o cérebro, e esta especialmente associada ao controle do
metabolismo e da homeostase energética. Ja a Rev-erb3, por outro lado, € mais prevalente
no sistema nervoso central e esta mais envolvido na regulacdo do ritmo circadiano e na
resposta a estimulos ambientais (30,74). Isto sugere que a Rev-erba possui uma fungéo
essencial na regulacao sistémica e pode ser um alvo promissor de combate a obesidade.

No nivel celular, o relégio circadiano € controlado por mecanismos de transcricédo e
traducdo com diferentes genes, incluindo periodo (Per, para o qual existem trés genes Perl-
Per3), criptocromo 1 e 2 (Cryl e Cry2), Bmall (também conhecido como Arntl) e Clock
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(75,76). Os fatores de transcricdo CLOCK e BMALL1 heterodimerizam e ativam a expressao
dos genes Per e Cry ligando-se a elementos E-box em seus promotores (76). As proteinas
CRY e PER formam oligbmeros que sao transportados do citoplasma para o nucleo, onde
reprimem sua propria transcricdo ao inibir a atividade BMAL1-CLOCK. BMAL1-CLOCK
também induz a expressdo do receptor nuclear Rev-erba, que reprime a transcricdo de
Bmall por meio da ligacéo direta a um elemento de resposta REV-ERBa (RORE) dentro do
promotor Bmall (77). A Rev-erba é expressa em uma variedade de tipos de tecido, incluindo
gordura marrom, musculo esquelético e figado (71,78). Além de sua a¢do no mecanismo do
relégio circadiano, REV-ERBa foi implicado na adipogénese (79), diferenciacdo muscular
(80), metabolismo hepéatico (31) e neurogénese (81).

Estudo prévio demonstrou que o tratamento com agonista (SR9009) da Rev-erba em
camundongos obesos tem efeitos benéficos para distarbios metabdlicos, especificamente
DHEM (30,82). Alem disso, os autores verificaram que a administracdo do agonista da Rev-
erba melhorou o perfil metabdlico nos camundongos, sendo visto redugdo dos niveis de
glicose e melhora da tolerancia a glicose, e também melhora da saude hepatica, suprimindo
a inflamacao envolvida na progresséao da DHEM (30,82). Adicionalmente, foi observado uma
reducdo significativa na expressao de genes pro-fibréticos no figado, que foi consistente com
a reducao da fibrose hepatica. Portanto, o conhecimento atual permite considerar que a Rev-
erba controla a expressdo de genes downstream envolvidos no metabolismo lipidico
hepético por meio da interacdo com HNF6 e HNF4a (83), e que a Rev-erba regula a acéo
dos glicocorticéides ligando-se ao receptor de glicocorticoides no figado (83). No entanto, a
Rev-erba ndo € o unico ligante que interage com o agonista SR9009, fazendo com que haja
efeitos independentes da acéo da Rev-erba e ndo relacionados ao ciclo circadiano (74).

Camundongos com delecdo global de Rev-erba demonstram alteragdes marcantes
no equilibrio diario de utilizacdo de carboidratos e lipidios e apresentam um fenétipo de
acumulo e armazenamento de lipidios substancialmente aumentado (83). Isso é
caracterizado por esteatose hepética e hipertrofia do tecido adiposo em animais normais
alimentados com racdo padrdo, que é exacerbada por uma dieta rica em gordura. A
avaliacdo dos efeitos da administracdo do agonista da Rev-erba em roedores submetidos
ao TRA machos e fémeas ajudardo a compreender os impactos daregulacdo dessa proteina

sobre 0 metabolismo hepético e direcionar terapéuticas futuras para combater a obesidade.

2 HIPOTESE
Portanto, nossa hipotese é que a TRA, quando combinada com exercicio fisico
aerdbio ou agonista da Rev-Erba, terd efeitos complementares e sinérgicos, sendo a saude
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metabdlica mais eficaz em comparacao com o efeito da TRA isoladamente, com um impacto
positivo no peso corporal, inflamacao e metabolismo de machos e fémeas. Além disso,
especulamos que esses beneficios ocorrerdo mesmo com uma janela de acesso a comida
no ciclo diurno dos animais. Portanto, investigamos os efeitos da TRA associada ao
treinamento de exercicio aerdbio em machos e fémeas alimentados com dieta ocidental no
ciclo claro, e associado ao tratamento farmacolégico com o agonista (SR9009) da Rev-Erba
na obesidade e no metabolismo hepatico em machos alimentados com dieta ocidental no

ciclo claro.

3 Objetivos

3.1 Objetivo geral
Avaliacdo dos efeitos do tempo de restricdo alimentar combinado com exercicio
fisico ou agonista da Rev-Erba sobre a obesidade e metabolismo hepético em

camundongos machos e fémeas alimentados com dieta rica em gordura.

3.2 Objetivos especificos

Etapa 1 — Avaliacdo dos efeitos do TRA realizado no ciclo inativo combinado ou ndo
com o exercicio fisico aerdbio realizado durante o ciclo diurno sobre o metabolismo lipidico
e inflamatodrio no figado de camundongos machos e fémeas;

a) Avaliar parametros de peso corporal e adiposidade;

b) Verificar homeostase glicémica e sensibilidade a insulina;

c) Determinar acumulo de gordura no tecido hepatico;

d) Analisar vias metabdlicas (lipogénese e inflamacéo) no tecido hepatico;

e) Analisar o consumo de VO2, CO2 e RER,;

Etapa 2 — Avaliagcdo dos efeitos do TRA realizado no ciclo noturno combinado ou ndo
com o agonista da Rev-Erba realizado durante o ciclo inativo sobre o metabolismo lipidico
no figado de camundongos machos;

a) Avaliar parametros de peso corporal e adiposidade;

b) Verificar homeostase glicémica e sensibilidade a insulina;

c) Determinar acumulo de gordura no tecido hepatico;

d) Analisar via metabdlica da lipogénese no tecido hepatico;

e) Analisar o consumo de VO2, CO2 e RER;
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4 Métodos

4.1 Aprovacdao ética

Todos os protocolos com camundongos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da UNICAMP -
Campinas-SP (Numero do protocolo 5957-1/2022) e estavam alinhados com o Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2 Protocolo Experimental

Camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6J, com 6 semanas de idade,
foram obtidos do Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biologica em Ciéncias de Animais
de Laboratério (CEMIB) — Universidade de Campinas (UNICAMP). Para a primeira etapa 0s
camundongos foram distribuidos em oito grupos experimentais durante 16 semanas:
camundongos machos controle alimentados com uma racé&o comercial padréo para roedores
ad libitum (CTL) (n = 6); camundongos machos obesos alimentados ad libitum com dieta
ocidental (OB) (n =6); camundongos machos do grupo TRA alimentados com dieta ocidental
submetidos ao TRA (n = 6), camundongos machos TRA+EXE alimentados com dieta
ocidental submetidos ao TRA combinado com protocolo de exercicio aerébico (n = 6);
camundongos fémeas controle alimentados com uma racédo comercial padrao para roedores
ad libitum (CTL) (n = 6); camundongos fémeas obesos alimentados ad libitum com dieta
ocidental (OB) (n = 6); camundongos fémeas do grupo TRA alimentados com dieta ocidental
submetidos ao TRA (n = 6), camundongos fémeas TRA+EXE alimentados com dieta
ocidental submetidos ao TRA combinado com protocolo de exercicio aerdbico (n = 6). Para
a segunda etapa os camundongos foram distribuidos em quatro grupos experimentais
durante 16 semanas: camundongos machos controle alimentados com uma racao comercial
padréo para roedores ad libitum (CTL) (n = 6); camundongos machos obesos alimentados
ad libitum com dieta ocidental (OB) (n = 6); camundongos machos do grupo TRA
alimentados com dieta ocidental submetidos ao TRA (n = 6), camundongos machos
TRA+SR9009 alimentados com dieta ocidental submetidos ao TRA combinado com a
administracdo do agonista SR9009 (n=6). O periodo de inducdo da obesidade pela dieta foi
realizado nas primeiras 8 semanas do experimento, submetendo os camundongos a uma
dieta ocidental, seguido do tratamento da obesidade nas 8 semanas seguintes. Os
camundongos foram ajustados a um ciclo de 12h de luz:12h de escuriddo e alojados em
gaiolas de polietileno com livre acesso a hidratacédo. A dieta padrédo era um pellet comercial
fornecido pela Nuvilab (Quimtia, Colombo, PR, Brasil) e a composi¢cao nutricional fornecida

pelo fabricante era de 23% de proteina bruta, 4% de lipidios e 5% de fibra. A dieta ocidental
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era composta por uma dieta rica em gordura combinada com uma solucdo concentrada de
sacarose para hidratacdo. A composicao da dieta rica em gordura era de 11,55% de amido
de milho, 20% de caseina, 10% de sacarose, 13,2% de amido dextrinizado, 4% de Oleo de
soja, 31,2% de banha, 5% de celulose, 3,5% de mistura mineral, 1% de mistura vitaminica,
0,3% de L-cistina e 0,25% de bitartarato de colina (84), de acordo com o Instituto Americano
de Nutricdo (AIN39-G) (85). A composicdo da dieta rica em gordura foi descrita como uma
porcentagem da massa (g/100 g) combinada com uma solucdo de alta sacarose para
hidratacdo. A diluicdo da solugdo concentrada de sacarose foi de 42g por litro e composta
por 55% de frutose e 45% de D-glicose da Synth®. Durante o protocolo experimental, os
animais foram pesados semanalmente, e a ingestao de alimentos foi determinada uma vez

por semana, medindo o peso dos alimentos em 24 h.

4.3 Protocolo de Alimentagcdo com Restricao de Tempo

O tempo de Zeitgeber (ZT) O foi denotado como luz ligada (6h) e ZT12 como luz
apagada (18h). Os camundongos dos grupos TRA e TRA+EXE foram submetidos a um
protocolo de TRA. O acesso a dieta ocorreu 2h apos a luz ligada (ZT2 — 8h) até 2h antes do
inicio do ciclo escuro (ZT10 — 16h), totalizando 8h de acesso a dieta (adaptado de Hatori et
al. 2012). O acesso aos alimentos foi regulado transferindo os camundongos diariamente
entre gaiolas com livre acesso a dieta rica em gordura e solugdo rica em carboidratos e
gaiolas com acesso livre apenas a agua. Dessa forma, os camundongos tiveram acesso a
comida por 8h e restricdo alimentar de 16h diariamente apenas durante a semana; no final

de semana, os camundongos tiveram acesso a comida ad libitum (Fig. 1).



21

Comego dos protocolos de Coleta
TRA, TRA+EXE, TRA+SR9009 Tecidual
Tratamento a Obesidade Anélise de
Dados
C57BL/6J
8semanas . 1 2 3 4 5 6 7 8
pIo
- e CTL Y. CTL | seg | Ter | qua | aqui | sex | sab | pom |
o A * OB —e OB A
- « TRA TRA Ad libitum
6 semanas "¢ TRA+EXE TRA+EXE Descanso
' Ne TRA+SR9009 TRA+SR9009
O Teste Incremental em Esteira
= /ITT
== CLAMS
D. TRA E. Trasexe F. tra+sroo0o
ZT0 ZTo ZTo
* * *
» » »
* * *
ZT6 ZT 18| ZT6 ZT 18| ZT6 ZT 18 ZT6
FASE FASE FASE
ATIVA ATIVA ATIVA
ZT12 ZT12 ZT12 ZT12
« Adlibpadrao o Ad lib dieta ocidental o Ad lib dieta ocidental « Ad lib dieta ocidental o Ad lib dieta ocidental
e 16 horas TRA e 16 horas TRA e 16 horas TRA
» Exercicio Aerdbio « Aplicagao SR9009

Figura 1. Desenho experimental. A, cronograma do protocolo. Nas primeiras 8 semanas do experimento, 0s
camundongos foram divididos em grupo CTL (camundongos alimentados com dieta padréo ad libitum) e OB
(camundongos alimentados com dieta ocidental ad libitum) para inducdo da obesidade e, na 92 semana, 0s
camundongos do grupo OB foram divididos em OB (OB), tempo de restricdo alimentar (TRA), tempo de
restricdo alimentar combinado com exercicio aerébico (TRA+EXE) e tempo de restricdo alimentar combinado
com administragdo de SR9009 (TRA+SR9009) para o tratamento da obesidade nas semanas seguintes até a
coleta de tecidos na 162 semana; representacfes do grupo CTL (B), grupo OB (C), grupo TRA (D), grupo
TRA+EXE (E) e grupo TRA+SR9009.

4.4 Teste de Carga Incremental

Apoés 5 dias de adaptacdo ao exercicio aerdbico em uma esteira a 3 m/min, 0s
camundongos do grupo TRA+EXE passaram por um teste de carga incremental. Eles
comecgaram a correr a 6 m/min em uma esteira plana, aumentando a velocidade em 3 m/min
a cada 3 minutos até a exaustdo, definida como tocar a extremidade da esteira cinco vezes
em 60 segundos. A velocidade de exaustdo (EV) desse teste foi usada para ajustar a
intensidade de um subsequente protocolo crénico de exercicio aerébico de 8 semanas a
60% da EV. O teste de carga incremental foi repetido ao final da 42 e 82 semanas para ajustar
a velocidade de corrida a medida que o desempenho melhorava. Os camundongos
descansaram por 24 horas entre cada sessdo de treinamento. Os efeitos do exercicio
aerobico foram avaliados usando um método dependente do peso corporal (massa corporal
x EV), e o desempenho foi especificamente medido pela velocidade de exaustdo. Nenhum
efeito adverso foi observado em nenhum dos camundongos durante o teste de carga
incremental (Fig. 2).
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4.5 Protocolo de Treinamento de Exercicio Aerdbico

O treinamento de AE durou 8 semanas, com uma intensidade de 60% da EV obtida
no teste de carga incremental. Os camundongos foram submetidos a um exercicio aerobico
(AE) por 5 dias da semana (de segunda a sexta-feira) apds o periodo de alimentacdo e
descansaram durante o fim de semana. Portanto, o treinamento de exercicio aerdbico foi
realizado de ZT10 (16h) a ZT11 (17h). O volume de exercicio aumentou gradualmente de
30 min na primeira semana para 45 min na segunda semana, chegando a 60 min da terceira
a décima semana. Nenhum resultado adverso foi observado em nenhum camundongo

durante o protocolo de AE incremental.

4.6 Tratamento com agonista da Rev-erba
Os animais foram submetidos a um protocolo de administracdo do agonista da
Rev-erba com duracao de 30 dias. A administragdo do agonista ocorreu em dose unica
de segunda-sexta-feira, ao final do ciclo inativo (entre 16:00/17:00) dos animais. A
administragdo do agonista SR9009 foi realizada via intraperitoneal em uma quantidade
de 100mg/kg do animal conforme descricdo prévia (30). ApGs 24 horas da Ultima
administracdo os animais foram eutanasiados e os tecidos coletados para as analises

moleculares.

4.7 Consumo de Oxigénio, Relacdo de Troca Respiratéria e Producédo de Calor

Entre a 62 e a 72 semanas do experimento, os camundongos foram submetidos ao
Sistema de Monitoramento Abrangente de Animais de Laboratério (CLAMS-Oxymax)
(Columbus Instruments, Columbus, OH, EUA). Antes da analise, os camundongos foram
adaptados ao equipamento por 24h em gaiolas individuais. No dia da analise experimental,
0 grupo TRA+EXE treinou entre ZT11 e ZT12, e as analises comecaram em ZT12. Durante
0 experimento, os camundongos foram mantidos em gaiolas separadas em um ciclo de
temperatura controlada. O consumo de oxigénio (VO2), o consumo de didéxido de carbono
(VCO2), a relacdo de troca respiratéria (RER) e o gasto energético (EE) foram analisados
ao longo de 24h. O valor de EE foi calculado como (3.815 + 1.232 x RER) x VO2 (27). A
aquisicao de dados ocorreu 6 vezes por hora, durante as 24 h. Ao final do experimento, 0s

dados foram plotados no Microsoft Excel 2016 e agrupados a cada hora.

4.8 Testes de Tolerancia a Glicose e Insulina Intraperitoneais (ipGTT e ipITT)
Apds 8 horas de jejum e 24 horas apds a Ultima sessdo de exercicio aerobico,
amostras de sangue foram coletadas das caudas dos camundongos para dosagem basal de

glicose (ponto de tempo zero). Em seguida, uma solucéo de glicose a 50% (2g/Kg de peso
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corporal) foi aplicada intraperitonealmente (IP), com amostras de sangue sendo coletadas
nos tempos de 30, 60 e 120 minutos para dosagem de glicose no sangue (Accu-Check Active
/Roche, Suiga). Para o teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT), a insulina
humana recombinante (Humulin R) da Eli Lilly (Indianapolis, IN, EUA) foi aplicada a uma
concentracédo de 1,5U/kg de peso corporal via intraperitoneal. Amostras de sangue foram
coletadas nos tempos 0, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para medicdo de glicose no sangue
(Accu-Check Active®/Roche, Suica). Para esses testes, as amostras de sangue foram
coletadas ap6s um corte na cauda (usando tesouras cirdrgicas), com sangramento reprimido
entre os pontos de tempo usando uma bandagem de compresséo (Johnson and Johnson,

Sao Paulo, SP, Brasil). Apos o teste, os camundongos foram monitorados por até 3h.

4.9 Anélise Bioquimica do Sangue

Os marcadores bioquimicos de colesterol total e triglicerideos foram analisados
usando kits comerciais Laborlab (Sdo Paulo, SP, Brasil) no soro e no figado de
camundongos submetidos a coleta de tecido apds decapitacdo (24h apods a ultima sesséo
de exercicio aerdbico e 4h de jejum). Os acidos graxos ndo esterificados foram medidos
usando o ensaio NEFA-HR da Wako HR series (Fujifilm).

4.10 Extracdo do Figado, Homogeneizacdo e Determinacdo do Teor Total de
Proteinas

AplGs 24h da udltima sesséo de exercicio aerébico e 4h de jejum, os camundongos
receberam uma injegao intraperitoneal de cloridrato de cetamina (90 mg kg-1; Ketalar;
Parke-Davis, Ann Arbor, MI, EUA) e xilazina (10 mg kg—1; Rompun; Bayer, Leverkusen,
Alemanha) e em seguida foram decapitados, e o figado foi coletado e rapidamente
congelado em nitrogénio liquido para armazenamento a -80°C. Subsequentemente, o tecido
foi homogeneizado em um buffer de extragao (1% Triton X-100, 200 mm Tris (pH 7.4), 100
mm pirofosfato de sédio, 100 mm fluoreto de sédio, 10 mm EDTA, 10 mm vandato de sodio,
2 mm fluorofosfato de fenilmetila e 0.1 mg/ml de aprotinina) a 4°C com um Homogeneizador
Bead Ruptor 12 OMNI (Omni International, Kennesaw, GA, EUA) operado na velocidade
maxima por 60s. Os lisados foram centrifugados em Eppendorf 5804R (Hamburg,
Alemanha) a 12.851 g a 4°C por 15 min para remover material insolivel. O sobrenadante foi
utilizado para o ensaio. O teor de proteina foi determinado usando o método de &cido
bicinconinico. Os tecidos adiposos brancos, perigonadal, retroperitoneal, mesentérico e

inguinal foram coletados e pesados.
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4.11 Andlise de Western Blotting

Apls a determinacdo do teor total de proteinas, o tampao de Laemmli contendo 100
mm de ditiotreitol foi adicionado ao sobrenadante, e as amostras foram aquecidas por 5-10
min (Laemmli, 1970). Em seguida, amostras com quantidades iguais de proteinas (40ug)
foram aplicadas em um gel de poliacrilamida para separacao por SDS-PAGE e transferidas
para membranas de nitrocelulose. A coloracdo de Ponceau foi aplicada para verificar a
transferéncia da membrana. Os blots foram bloqueados com 5% de leite em p6 a
temperatura ambiente por 1h e, em seguida, incubados durante a noite a 4°C com o0s
seguintes anticorpos primarios: FAS (#3189S) e B-actina (#3700S) da Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, EUA). As membranas foram entdo incubadas por 1h com os
anticorpos secundarios especificos. As bandas especificas foram visualizadas por
qguimioluminescéncia e quantificadas por suas areas usando densitometria Optica com o
software UN-SCAN-IT gel 6.1 (Silk Scientific, Inc. Orem, UT, EUA).

4.12 Extracdo de RNA e RT-gPCR

O tecido hepético foi homogeneizado em 400 ul de Trizol (Thermo Fisher Scientific),
e o contetdo de RNA foi extraido de acordo com as instrug8es do fabricante. Um total de 2
Mg de RNA foi usado para a sintese de cDNA usando Kits de Transcricdo Reversa de Alta
Capacidade (Thermo Fisher Scientific). As amostras de cDNA foram submetidas a uma
reacao de polimerase em cadeia quantitativa em tempo real (RT-qPCR) usando 300 ng de
cDNA e 0,3 ym de primers para Fasn, Srebplc, Cd36, Fatp4, Nfkb, Tnfa, TIr4 e 1l13, com
Gapdh como controle endogeno (Tabela 1), sintetizados pela Exxtend (Paulinia, SP, Brasil),
e iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Os dados foram
avaliados usando o software StepOne (Thermo Fisher Scientific), calculando AACt.

Tabela 1. Sequéncias dos primers usados para a técnica de RT-gPCR

Gene Forward Reverse

Fasn 5'-GAGGACACTCAAGTGGCTGA-3’ 5'-GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT-3"
Srebplc 5'-GAGGACACTCAAGTGGCTGA- 37 5'-GGGAAGTCACTGTCTTGGTTGTT-3
Cd36 5'-TGGAGCTGTTATTGGTGCAG-3’ 5-TGGGTTTTGCACATCAAAGA-3’
Fatp4 5"-GACTTCTCCAGCCGTTTCCACA-3’ 5’-CAAAGGACAGGATGCGGCTATTG-3’
Nfkb 5’-GATTCCGGGCAGTGACG-3’ 5'-GATGAGGGGAAACAGATCGTCC-3’
Tnfa 5"-CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3" 5"-CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3’
Tird 5’-GTTCTCTCATGGCCTCCACT-3" 5"-GGAACTACCTCTATGCAGGGAT-3’
l1s 5"-TGGACCTTCCAGGATGAGGACA-3’ 5’-GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG-3"

Gapdh 5-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3 5 -ACACATTGGGGGTAGGAACA-3
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4.13 Andlise Histoldgica

O tecido hepatico foi extraido e criopreservado em isopentano pré-resfriado a -
80°C. Finas fatias (10um) do figado foram cortadas usando um criostato Leica (CM1850,
Heidelberg, Alemanha) e montadas em laminas de adeséo. As laminas foram coradas
com solucdo de Oleo Vermelho O (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) por 30 min e
hematoxilina por 1 min, em seguida, lavadas e seladas com uma solugdo de gelatina-
glicerina. As imagens foram capturadas usando o software Leica Application Suite. O
Escore de Atividade DHEM foi avaliado de forma duplo-cega para avaliar os danos
hepaticos induzidos pela dieta. A esteatose foi classificada de 0 a 3 com base na
porcentagem de tecido afetado, o balonamento hepatocelular de 0 a 2 com base no
nimero de hepatdcitos balonados e a inflamacao lobular de 0 a 3 com base no nimero
de focos inflamatorios. Todos esses parametros contribuiram para um Escore de Atividade
DHEM total (86,87), com um perfil esteatogénico avaliado a 400x de ampliagdo. A
inflamacao foi caracterizada pela presenca de pelo menos cinco células inflamatorias nédo

dispostas em linha em dez campos (88).

4.14 Analise Estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrdo da média (SEM), e o teste de
Shapiro-Wilk W analisou a normalidade dos dados. Uma Andlise de Variancia (ANOVA) de
uma via foi adotada para os dados com distribuicdo normal, seguida do teste de Tukey. A
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias foi utilizada quando os grupos foram comparados
em momentos diferentes, seguida do teste de Tukey. A significancia estatistica adotada foi
p<0,05. O programa GraphPad Prism 8.0® foi utiizado para a analise estatistica e

elaboracéo de gréficos.

5 Resultados
O treinamento de exercicio aerébico melhora o desempenho em camundongos
machos e fémeas.

O desempenho fisico foi avaliado por meio do teste de cargaincremental realizado
na 8% 122 e 168 semanas nos grupos TRA+EXE. Os dados mostram que tanto os
camundongos machos quanto fémeas obtiveram um aumento significativo na velocidade
de exaustdo e na poténcia do ultimo teste em comparacao ao teste inicial. Dessa forma,
demonstrando que o exercicio aerobico foi eficiente para melhorar o desempenho

aerdbico em ambos os sexos. Além disso, foi identificada uma diferenca significativa



entre os ultimos testes ao comparar camundongos machos e fémeas (Fig. 2A e B).
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representam a média e o erro padrao do 1°, 2° e 3° testes (n=6). * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

TRA e TRA combinado com exercicio aerObico reduzem o peso corporal e
adiposidade em camundongos machos e fémeas.
Apés 8 semanas de inducdo a obesidade, os camundongos foram submetidos a
8 semanas de TRA e TRA+EXE. Assim, foi identificado que o grupo OB apresentou um
aumento da evolugcdo do peso corporal e o ganho de peso em comparagao ao CTL.
Adicionalmente, observou-se uma diferenca significativa nos grupos TRA e TRA+EXE
apenas em camundongos machos (Fig. 3A, B, G, H). A ingestédo de alimentos cumulativa
mostrou um aumento nos camundongos do grupo OB em comparacgédo ao CTL, mas TRA
e TRA+EXE demonstraram uma reducgéo da ingestdo de alimentos em relagéo ao grupo
OB em camundongos machos e fémeas. Além disso, TRA+EXE diminuiu a ingestdo de
alimentos em comparacdo ao grupo TRA apenas em camundongos machos (Fig. 3C e
). Corroborando com esses achados, o indice de Lee foi elevado no grupo OB em
comparacao ao CTL. TRA e TRA+EXE foram eficientes para reduzir esse parametro
guando comparados ao grupo OB, independentemente do sexo (Fig. 3D e J). Emrelacdo
a gordura corporal, o grupo OB apresentou um aumento no contetdo de gordura visceral
e total em relacdo ao grupo CTL. Por outro lado, TRA e TRA+EXE reduziram o tecido
adiposo visceral tanto em machos quanto em fémeas. Contudo, TRA e TRA+EXE
reduziram a gordura total em camundongos fémeas, enquanto em machos apenas
TRA+EXE mostrou ser eficaz (Fig. 3E, F, K, L).

a
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Figura 3. Tempo de restricdo alimentar (TRA) e TRA combinado com exercicio aerébico reduzem o
ganho de peso e melhoram a composicdo corporal em camundongos machos e fémeas. A e G, peso
corporal (n=6). B e H, ganho de peso (n=6). C e |, ingestdo cumulativa (n=6). D e J, indice de Lee (n=6). E e
K, tecido adiposo visceral (n=6). F e L, gordura total (n=3). As barras representam a média e o erro padréo. *
p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. # para CTL vs OB; & para OB vs TRA; $ para OB vs TRA+EXE;
I para TRA vs TRA+EXE.



TRA e TRA combinado com exercicio aerébico melhoram a homeostase glicémica
marcadores lipidicos no soro de camundongos machos e fémeas, enquanto
sensibilidade a insulina apenas em machos.

Na 62 semana do tratamento da obesidade, GTT e ITT foram realizados para
verificar a homeostase da glicose. No teste GTT, o grupo OB demonstrou um aumento
significativo na curva glicémica apoés a injecédo de glicose em comparacéo ao CTL. Tanto
em machos quanto em fémeas, TRA e TRA+EXE demonstraram ser eficientes em
manter a curva glicémica mais baixa do que o grupo OB (Fig. 4A e H). A area sob a curva
do GTT confirma o mesmo resultado (Fig. 4B e I). Além disso, a glicose em jejum no
grupo OB mostrou estar mais alta quando comparada ao CTL, e os grupos TRA e
TRA+EXE também foram preservados desses disturbios metabdlicos induzidos pela
exposicdo a uma dieta rica em gorduras e solucdo de carboidratos (Fig. 4C e J). No teste
ITT, o grupo OB apresentou uma curva glicémica mais alta durante todo o teste em
camundongos machos, mas nas fémeas apenas os primeiros 3 pontos (0, 10 e 25 min)
foram mais altos quando comparados ao CTL. Mesmo assim, TRA e TRA+EXE
demonstraram niveis mais baixos na curva glicémica em relacdo ao grupo OB em
camundongos machos. Mas, para camundongos fémeas, TRA e TRA+EXE mostraram
niveis mais baixos em relacdo ao OB apenas nos primeiros 3 pontos. A area sob a curva
corrobora esses achados, nos quais TRA e TRA+EXE foram eficientes para reduzir os
valores mesmo quando os camundongos machos foram submetidos a dieta ocidental por
8 semanas. Por outro lado, TRA e TRA+EXE nado foram eficientes para reduzir os valores
da AUC ITT quando comparados ao grupo OB (Fig. 4E, F, L, M). Apos a coleta de tecidos,
o soro foi coletado para a analise de colesterol e acidos graxos nao esterificados. Assim,
0 grupo OB apresentou niveis mais altos de colesterol e NEFA devido aos efeitos
negativos da dieta ocidental em camundongos machos e fémeas. Mas novamente, TRA
e TRA+EXE demonstraram ser eficientes para reduzir esses niveis quando comparados
ao grupo OB em ambos os sexos (Fig. 4D, G, K, N). Dessa forma, indicando que a dieta
ocidental por 8 semanas foi eficiente para causar um comprometimento na homeostase
da glicose e disfungcbes metabdlicas no metabolismo lipidico em camundongos
submetidos a uma dieta ocidental, mas TRA e TRA quando combinados com exercicio
aerdbico foram estratégias eficientes para restaurar a homeostase da glicose e o
metabolismo lipidico em camundongos machos e fémeas. Embora TRA e TRA
combinado com exercicio aerdbico tenham sido eficientes para restaurar a sensibilidade

a insulina apenas em camundongos machos.
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Figura 4. Efeitos do TRA e TRA combinado com exercicio aerdbico na homeostase glicémica e

marcadores lipidicos em camundongos machos e fémeas. A e H, teste de tolerancia a glicose (n=6). B e

I, area sob a curva do GTT (n=6). C e J, glicose em jejum (n=6). D e K, colesterol sérico (n=6). E e L, teste de

toleréncia a insulina (n=6). F e M, area sob a curva para o ITT (n=6). G e N, NEFA sérico (n=6). As barras
representam a média e o erro padréo. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. # para CTL vs OB; &
para OB vs TRA; $ para OB vs TRA+EXE; ! para TRA vs TRA+EXE.
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TRA e TRA combinado com exercicio aerobico reduzem o acumulo de gordura
hepética e melhoram o metabolismo lipidico em camundongos machos e fémeas.
Para analise histolégica, foi identificado um acumulo significativo de gordura no
grupo OB em comparacédo ao grupo CTL tanto em camundongos machos quanto fémeas.
Em contraste, TRF e TRF+EXE levaram a uma reducdo significativa no acumulo de
gordura hepatica em comparacao ao grupo OB em ambos os sexos (Fig. 5A e E). Esses
achados estdo alinhados com o escore DHEM, colesterol hepatico e triglicerideos (TG),
que estavam elevados no grupo OB em comparacé@o ao grupo CTL. No entanto, TRF e
TRF+EXE reduziram efetivamente o escore DHEM, o colesterol hepético e os niveis de
TG emrelacdo ao grupo OB em ambos os sexos. Além disso, o TRF + EXE foi mais eficaz
gue o TRF sozinho na reducéo dos niveis de TG no figado, mas esse efeito foi observado

apenas em camundongos machos (Fig. 5B, C, D, F, G e H).
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Figura 5. A TRA e a TRA combinada com exercicio aerébico melhoram o acimulo de gordura hepatica

em camundongos machos e fémeas. A e F, coloragdo H&E e ORO do figado. B e F, escore da DHEM (n=6).

C e G, colesterol hepético (n=6). D e H, triglicerideo hepatico (n=6). As barras representam a média e o erro
padréo. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.
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TRA e TRA combinado com exercicio aerb6bico alteram a expressdo de genes

lipogénicos e inflamatérios e a expressdo de proteinas lipogénicas no figado de

camundongos machos e fémeas.

Em nivel molecular, a expressdo génica de genes lipogénicos (Fasn, Srebpl,
Cd36 e Fatp4) e genes inflamatorios (Nfkb, Tnfa, Tir4 e II1B) foi realizada. A expressao
de Fasn foi elevada no grupo OB quando comparado ao CTL de ambos os sexos, mas
TRA e TRA+EXE foram eficazes para reduzir apenas em camundongos machos. Assim,
Srebpl demonstrou ser maior no grupo OB de ambos os sexos, e desta vez TRA e
TRA+EXE demonstraram uma reducdo importante desse marcador lipogénico em
machos e fémeas. A expressdo de Cd36 mostrou um aumento maior no grupo OB
quando comparado ao CTL, mas apenas em camundongos machos TRA e TRA+EXE
demonstraram uma reducdo em comparacao ao CTL. Em relacéo a expressao de Fatp4,
ndo foram identificadas diferencas em ambos os grupos OB em comparacdo ao CTL.
Novamente, TRA e TRA+EXE foram eficientes para reduzir sua expressao quando
comparados ao OB em camundongos machos, mas ndo em fémeas. Além disso,
TRA+EXE demonstrou ser mais eficiente em comparacdo ao TRA isolado em
camundongos machos. Curiosamente, TRA mostrou um aumento da expressao de Fatp4
em relagéo ao grupo OB em camundongos fémeas, mas o grupo TRA+EXE foi protegido
desse efeito (Fig. 6A e G).

Para os marcadores inflamatérios, Nfkb mostrou um aumento no grupo OB quando
comparado ao CTL apenas em camundongos fémeas. Por outro lado, foi regulado
negativamente nos grupos TRA e TRA+EXE em relacdo ao OB exclusivamente em
machos. Ambos os grupos OB demonstraram niveis mais altos de Tnfa quando
comparados ao controle, mas TRA e TRA+EXE demonstraram niveis mais baixos
apenas em camundongos machos. A expressao de TIr4 foi maior no figado do grupo OB
de camundongos machos, e TRA foi eficiente para reduzir sua expressdo em machos e
fémeas. No entanto, TRA+EXE foi eficiente para reduzir sua expressdo em camundongos
machos. A expresséo de /18 foi elevada nos camundongos machos OB em relacdo ao
CTL, mas TRA em ambos 0s sexos foi uma estratégia eficiente para diminuir seus niveis.
No entanto, TRA+EXE demonstrou ser eficiente apenas em camundongos machos
guando comparado ao OB (Fig. 6D e J).

Para confirmar esses parametros, realizamos a técnica de Western blot para
avaliar a expressao de proteina de um marcador lipogénico, FAS. Assim, foi identificado
gue o contetdo de FAS estava elevado no grupo OB de ambos os sexos quando
comparado ao CTL. Embora, TRA tenha mostrado ser eficaz para reduzir seu contetdo



em ambos os machos e fémeas. Curiosamente, TRA+EXE foi uma estratégia potente
para reduzir o conteido de FAS apenas em camundongos machos (Fig. 6B, C, E, F, H,
l, K, L).

Esses dados corroboram com os painéis de histologia, nos quais os camundongos
machos mostraram uma maior redugdo de gordura nos grupos TRA e TRA+EXE
observada nas coloracdes H&E e Oil Red em comparacéo as fémeas. Esse efeito pode
ser explicado pela maior reducéo da expressédo de genes lipogénicos e inflamatérios e
da expresséao de proteinas lipogénicas através das intervengcdes TRA e TRA combinadas
com exercicio aerobico em camundongos machos quando comparados as fémeas.

Assim, apresentando adaptacfes diferentes entre 0s sexos.
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Figura 6. A TRA e a TRA combinada com exercicio aerébico melhoram o metabolismo lipidico hepéatico
e a inflamacdo em camundongos machos e fémeas. A, G, Genes lipogénicos no tecido hepatico (n=6). B,
C,E, F, H, I, K, L, Contetido total de proteina FAS nos no tecido hepético para CTL (n=5) vs OB (n=5) e OB
(n=4) vs TRA (n=5) vs TRA+EXE (n=5). D, J, Genes de inflamacdo no tecido hepético (n=6). As barras
representam a média e o erro padrdo. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

TRA combinado com exercicio aerébico melhora o RER apenas em camundongos
machos.

Na sétima semana do protocolo de tratamento, os camundongos foram colocados
em gaiolas metabdlicas para avaliagdo de VO2, CO2 e RER. De acordo com os dados,

nenhuma diferenca foi observada no gréfico de VO2 para tanto machos quanto fémeas
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(Fig. 7A-D). Para a andlise de CO2, foi identificada uma reducao da producdo no grupo

OB em comparagédo ao CTL em ambos os ciclos, mas um aumento na intervengao

TRA+EXE em relacdo ao OB no ciclo claro em camundongos machos (Fig. 7E e F). Para

camundongos fémeas, apenas foi identificada uma redugdo da producdo de CO2 no

grupo TRA em relacdo ao OB (Fig. 7G e H). Portanto, o RER apresentou uma reducéo

em ambos os ciclos no grupo OB quando comparado ao CTL para machos e fémeas. Da

mesma forma, TRA e TRA+EXE aumentaram o RER em comparacéo ao grupo OB no

ciclo claro de camundongos machos, mas nas fémeas essa diferenca foi observada

apenas no grupo TRA+EXE. Além disso, TRA+EXE demonstrou uma redugdo em

relacdo ao grupo TRA em camundongos machos. Além disso, no ciclo escuro foi

identificada uma reducdo de RER no grupo TRA+EXE quando comparado ao OB e TRA

em camundongos machos, mas nas fémeas tanto TRA quanto TRA+EXE foram eficazes

para reduzir o RER quando comparados ao grupo OB (Fig. 71-L).
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Figura 7. Efeitos da TRA e TRA combinada com exercicio aerdbico no consumo de oxigénio, producéo

de diéxido de carbono erazéo de troca respiratoria. A e C, consumo de VO2 por 24h (n=4). B e D, area

sob a curva de VO2 durante o ciclo claro e escuro (n=4). E e G, producédo de VCO2 por 24h (n=4). F e H, area

sob a curva de VCO2 durante o ciclo claro e escuro (n=4). 1 e K, razéo de troca respiratédria por 24h (n=4).J e

K, area sob a curva da razao de troca respiratéria durante o ciclo claro e escuro (n=4). As barras representam
a média e o erro padrao. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. # para CTL vs OB; & para OB vs TRA;
$ para OB vs TRA+EXE; ! para TRA vs TRA+EXE.
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TRA e TRA combinado com SR9009 reduzem o peso corporal e a adiposidade em

camundongos machos.

Apés 8 semanas de inducdo a obesidade, foi identificado houve um aumento do

peso corporal, ganho de peso e o indice de Lee em camundongos alimentados com uma

dieta ocidental em comparacdo ao CTL. Porém, observou-se uma redugdo significativa

nos grupos TRA e TRA+SR9009 em todos estes parametros (Fig. 8A, B, C). Além disso,

0 grupo OB apresentou um maior conteudo de gordura visceral e gordura total em

comparacdo ao CTL. J& o TRA e TRA+SR9009 foram eficientes para reduzir a gordura

visceral e consequentemente a gordura total (Fig. 8D e E).
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TRA combinado com SR9009 é mais eficiente do que TRA isolado para controle da
homeostase glicémica e sensibilidade ainsulina.

Na 62 semana do tratamento da obesidade, GTT e ITT foram realizados para verificar
a homeostase glicémica. No teste GTT, o grupo OB demonstrou um aumento significativo
na curva glicémica apdés a injecdo de glicose em comparacdo ao CTL. O TRA e
TRA+SR9009 demonstraram ser estratégias eficientes em manter a curva glicémica mais
baixa do que o grupo OB, assim como a &rea sobre a curva apresentou-se reduzida nestes
grupos (Fig. 9A e B). Em relagéo a glicose em jejum, o grupo OB demonstrou valores mais
elevados quando comparado ao CTL, e os grupos TRA e TRA+SR9009 demonstraram
valores reduzidos mesmo sendo expostos por uma dieta ocidental. Além disto, o
TRA+SR9009 demonstrou maior capacidade em reduzir os valores da glicemia de jejum em
relacdo ao TRA isoladamente (Fig. 9C). Como esperado, no teste ITT, o grupo OB
apresentou uma curva glicémica mais elevada durante todo o teste em relacdo CTL. Mesmo
assim, TRA e TRA+SR9009 demonstraram niveis mais baixos na curva glicémica em
relacdo ao grupo OB e o TRA+SR9009 apresentando valores mais reduzidos em todo o
teste em comparacgéo ao grupo TRA, demonstrando uma melhora da sensibilidade a insulina
do que o TRA isoladamente. Tais dados também estdo de acordo com a pela area sobre a
curva do ITT (Fig. 9D e E).
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Figura 9. Efeitos da TRA e TRA combinado com SR9009 na homeostase glicémica e marcadores
lipidicos de camundongos machos. A, teste de tolerancia a glicose (n=6). B, area sob a curva do GTT (n=6).

C, glicose em jejum (n=6). D, teste de tolerancia a insulina (n=6). E, area sob a curva do ITT (n=6). As barras
representam a média e o erro padréo. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. # para CTL vs OB; &
para OB vs TRA; $ para OB vs TRA+SR9009; ! para TRA vs TRA+SR9009.

TRA e TRA combinado com SR9009 reduzem o acumulo de gordura hepatica e

melhoram o metabolismo lipidico em camundongos machos.

acumulo de lipidios no tecido hepético. De acordo com a microscopia realizada, o grupo
OB demonstrou um grande acumulo de gordura quando comparado ao grupo CTL.
Porém, tanto o TRA quanto o TRA+SR9009 foram eficientes em reduzir este acumulo de
gordura hepético quando comparados ao grupo OB (Fig. 10A). O acumulo de gordura
excessivo no grupo OB também resultou em alteragdes moleculares. Como identificado
nos genes lipogénicos Srebpl e Fatp4, o grupo OB apresentou uma elevada expressao

dos mesmos, no entanto, as estratégias de TRA e TRA+SR9009 foram eficientes em

Em relacdo a andlise histoldgica, a coloracdo de H&E foi realizada para avaliar o
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reduzir a expressao de tais genes (Fig.10B). Além do mais, os marcadores bioquimicos
de colesterol e NEFA séricos apresentaram um aumento no grupo OB mas uma reducéo
importante dos valores nos grupos TRA e TRA+SR9009. Em adi¢cdo, o TRA+SR9009 foi

mais eficiente em reduzir os valores de colesterol sérico em comparag¢ao ao grupo TRA.
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Figura 10. A TRA e a TRA combinado com SR9009 melhoram o acumulo de gordura hepatica em
camundongos machos. A, coloracao H&E no tecido hepatico. B, genes lipogénicos no tecido hepatico (n=6).
C, colesterol sérico (n=6). D, NEFA sérico (n=6). As barras representam a média e o erro padrdo. * p<0,05;
**p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. # para CTL vs OB; & para OB vs TRA; $ para OB vs TRA+SR9009.

TRA e TRA combinado com SR9009 aumentam o RER em camundongos machos
submetidos a uma dieta ocidental.

Na sétima semana do protocolo de tratamento, os camundongos foram colocados
em gaiolas metabdlicas para avaliagdo de VO2, CO2 e RER. No grafico de VO2 foi
observado uma reducéo no grupo OB em relacdo ao CTL em ambos os ciclos (Fig. 11A
e B). Para a andlise de CO2, também foi identificada uma reducdo da producdo no grupo
OB em comparacdo ao CTL em ambos os ciclos, porém um aumento no grupo
TRA+SR9009 em relacéo ao OB no ciclo claro em (Fig. 11C e D). Jaem relacdo ao RER,
novamente foi observado uma reducdo no grupo OB quando relacionado ao CTL. No
entando o TRA e TRA+SR9009 apresentaram valores mais elevados do RER do que o
grupo OB no ciclo claro, e no ciclo escuro somente o grupo TRA+SR9009 demonstrou
valores superiores. Em concordancia a estes dados, o gréafico total do RER também
demonstra valores reduzidos no grupo OB e um aumento nos grupos TRA e

TRA+SR9009. Todavia, sem nenhuma diferenca significativa entre os grupos TRA e
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Figura 11. Efeitos do TRA e TRA combinado com SR9009 no consumo de oxigénio, producédo de dioxido

de carbono e razao de troca respiratoria. A, consumo de VO2 por 24h (n=4). B, area sob a curva de VO2

durante o cicloclaro e escuro (n=4). C, producao de VCO?2 por 24h (n=4). D, area sob a curva de VCO2 durante

o cicloclaro e escuro (n=4). E, razao de troca respiratoria por 24h (n=4). F, area sob a curva da razado de troca

respiratoria durante o ciclo claro e escuro (n=4). G, area sobre a curva total da razao de troca respiratéria. As

barras representam a média e o erro padrdo. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. # para CTL vs
OB; & para OB vs TRA; $ para OB vs TRA+SR9009; ! para TRA vs TRA+SR9009.

6 Discussao

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do TRA e do TRA

combinado com exercicio aerébico ou agonista da Rev-erba na fase clara de camundongos
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machos e fémeas alimentados com uma dieta ocidental e seus resultados dependentes do
sexo. E bem conhecido os efeitos negativos de um regime nutricional composto por uma
dieta rica em gorduras saturadas e também rica em aclUcares no metabolismo e no
desenvolvimento de obesidade, diabetes tipo 2 e DHEM (89,90). Além disso, ndo apenas 0S
aspectos quantitativos e qualitativos da dieta sdo importantes, mas também o momento da
alimentacdo tem uma influéncia significativa ho metabolismo (91). Alimentar-se no momento
errado demonstrou agravar os impactos negativos da obesidade em ratos e humanos (92—
94).

Um estudo conduzido por Arble e colaboradores identificou que camundongos
C57BL/6J alimentados com uma dieta rica em gorduras na fase clara ganharam
significativamente mais peso do que os camundongos alimentados na fase escura, mesmo
consumindo a mesma quantidade de calorias (92). Isso sugere que a alimentacdo no
momento errado pode potencializar os efeitos negativos de uma dieta rica em gorduras e
colaborar para o desenvolvimento da obesidade e suas doengas associadas. 1sso ocorre
devido a uma desregulagéo circadiana, na qual o padréo de alimentacdo contribui para um
desalinhamento do principal relégio central, levando a varios resultados metabdlicos
negativos (26,95). Em humanos, foiidentificado um aumento no risco de doenca coronariana
em mulheres que estavam sujeitas a trabalhos noturnos (93).

Assim, abordagens farmacolégicas e ndo farmacolégicas, como terapias nutricionais,
exercicio fisico e tratamentos que envolvam a modulagdo de genes e proteinas do ciclo
circadiano sdo estratégias potenciais para regular o tempo de alimentacdo e o balanco
caldrico. O jejum tem se mostrado uma estratégia eficaz para reduzir cancer e obesidade
em roedores, ao mesmo tempo, estudos em humanos mostram que o jejum € uma estratégia
potencial para reduzir hipertensédo e obesidade (96). O TRA de 10 horas demonstrou ser
eficiente para proteger camundongos que carecem de um relégio circadiano submetidos a
uma dieta rica em gorduras contra ganho de peso, intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina (90). Demonstrando os potenciais efeitos do TRA para prevenir a obesidade em
uma condicdo de desregulacdo circadiana. No figado, o TRA demonstrou regular a
gluconeogénese e a producado de colesterol e bile (97).

Um estudo anterior do nosso laboratério identificou os grandes beneficios de
combinar TRA e exercicio aer6bio em camundongos machos suicos. Camundongos
submetidos a um TRA de 8 horas na fase escura e combinado com exercicio aerobico
mostraram uma melhora no peso corporal, na acumulacdo de gordura hepatica, na oxidacao
de acidos graxos e na reducao da lipogénese. Além disso, a via de sinalizacdo da insulina
foi resgatada no grupo combinado de TRA com exercicio aerébico quando comparado ao
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TRA. Além disso, o TRA ndo comprometeu o desempenho do exercicio aerébico (17).
Semelhante aos nossos resultados, tanto camundongos machos quanto fémeas mostraram
uma melhoria no desempenho apds 8 semanas de exercicio aerGbico, mesmo em
combinagdo com o TRA. Assim, foi identificada uma diferenca estatistica nas ultimas
sessdes entre 0s sexos, em que 0s machos apresentaram uma maior velocidade de
exaustao e poténcia do que as fémeas. Os homens sdo comumente mais fortes, potentes e
rapidos do que as mulheres quando comparados na mesma idade devido as suas
caracteristicas especificas de sexo do metabolismo endégeno. Dessa forma, apresentando
um desempenho superior em comparagdo com as mulheres (98). Outro estudo de Chaix,
2021, identificou os beneficios de 9 horas de TRA de maneira dependente do sexo em
camundongos C57BL/6J machos e fémeas. Tanto camundongos machos quanto fémeas
foram protegidos contra a intolerancia a glicose e a acumulacdo de gordura hepatica, mas
apenas 0os machos mostraram reducéo de peso corporal, apesar de ndo haver diferencas
no consumo caldrico entre os grupos ad libitum e TRA (28).

Em nosso estudo, resultados semelhantes foram identificados, onde camundongos
submetidos a 8 horas de TRA na fase clara mostraram uma reduc&o no peso corporal e no
ganho de peso apenas em machos, enguanto em fémeas o TRA impediu o ganho de peso.
Além disso, o TRA combinado com exercicio aerébico mostrou um efeito adicional em
machos em comparacdo com camundongos submetidos apenas a TRA. Ao contrario do
estudo de Chaix, 2019, os grupos TRA e TRA+EXE apresentaram uma reducéo significativa
na ingestao alimentar acumulativa independentemente do sexo (28). Além disso, o consumo
calérico do TRA+EXE foi menor do que o do grupo TRA apenas em camundongos machos.
Esses dados podem explicar a reducéo de peso nesses grupos. Além disso, essa diferenca
caldrica pode ser justificada pelo fato de que os camundongos foram alimentados no ciclo
invertido.

Em relacdo ao metabolismo da glicose e marcadores lipidicos, ambos 0s sexos
demonstraram uma melhora nos marcadores. No entanto, para a sensibilidade a insulina,
apenas os machos demonstraram uma melhora neste marcador. E importante mencionar
gue os camundongos fémeas ndo mostraram melhora no teste ITT porque talvez ndo
desenvolvessem resisténcia a insulina devido ao menor ganho de peso em comparacao aos
machos. Outro marcador que deve ser considerado é a glicose em jejum; embora o grupo
OB tenha mostrado um aumento estatisticamente significativo em relagdo ao CTL em
fémeas, os valores séo consideravelmente mais baixos do que em machos. Possivelmente
indicando que a dieta ocidental por 8 semanas nao foi suficiente para desenvolver

resisténcia a insulina em camundongos fémeas. Como alguns dados mostram, as fémeas
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tém uma protecado contra o desenvolvimento de resisténcia a insulina em comparacao aos
machos. Esse fato também ocorre porque as fémeas apresentam uma deposi¢do de gordura
subcutanea, enquanto os machos tém mais acumulo de gordura intra-abdominal, o que
aumenta o risco cardiometabdlico e o desenvolvimento de diabetes tipo 2. Essa protecao
também ¢é explicada pela maior sensibilidade a insulina na gordura e no musculo das
mulheres em comparac¢do com os homens, e em camundongos foi demonstrado um maior
conteudo e ativacao de proteinas relacionadas ao metabolismo da captacéo de glicose nas
fémeas em comparacdo aos machos (99). Da mesma forma, o estrogénio desempenha um
papel importante na homeostase do metabolismo, na qual o declinio causado pela
menopausa pode diminuir esse efeito protetor (100,101). Este efeito também é observado
no figado, onde a prevaléncia de DHEM em homens é maior do que em mulheres da mesma
idade, mas as mulheres no periodo pés-menopausa perdem o efeito protetor do estrogénio,
apresentando o mesmo risco de DHEM que os homens (102).

No metabolismo hepético, foi claro que o TRA foi eficiente para reduzir a acumulacao
de gordura independentemente do sexo. E quando administrado em combinacdo com
exercicio aerobico, foi ainda mais eficaz para reduzir a acumulagcdo de gordura hepatica.
Camundongos machos C57BL/6J foram submetidos a um protocolo de jejum intermitente (1
dia alimentado, 1 dia em jejum) por 4 semanas alimentados com uma dieta rica em gordura
ou rica em frutose. Camundongos em ambos os grupos de jejum intermitente demonstraram
uma reducdo importante da esteatose hepética e da inflamacdo (103). Resultados
semelhantes séo encontrados em nossos dados, como mostrado no escore DHEM, em que
foi identificada uma reducdo da esteatose e inflamacgéo, resultando em uma diminuicdo da
atividade DHEM nos grupos TRA e TRA+EXE em machos. Para fémeas, apenas a analise
da esteatose € menor nos grupos TRA e TRA+EXE, mas ainda assim a atividade DHEM ¢é
diminuida nesses grupos quando comparados ao grupo OB. Outro estudo de nosso
laboratorio também demonstrou uma reducéo da acumulacdo de gordura através de Oil Red
e do escore DHEM em camundongos machos suicos submetidos a TRA e TRA combinado
com exercicio de resisténcia por 8 semanas (104). Associado aos nossos dados, o TRA
indica ser efetivo para reduzir ou prevenir a acumulacdo de gordura hepatica, TG hepéaticos
e marcadores lipidicos no soro de camundongos submetidos a uma dieta ocidental ou dieta
rica em gorduras, mas quando combinado com exercicio, esses marcadores apresentaram
uma reducao acentuada quando comparados ao TRA isolado (17,28,104). Além disso, esses
efeitos podem variar de acordo com o sexo. Um estudo conduzido por Oliveira e
colaboradores também demonstrou os melhores efeitos da combinagdo de TRA com

exercicio.
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Complementar aos nossos dados, Freire, 2020, demonstrou adaptacdes diferentes
entre 0s sexos na composicdo corporal e no metabolismo hepéatico de camundongos
C57BL/6J machos e fémeas que foram submetidos a 6 horas de acesso a comida na fase
ativa por quatro semanas. Os pesquisadores encontraram uma clara diferenca na deposi¢ao
de gordura no figado dos camundongos, onde as fémeas apresentaram niveis mais altos de
conteudo de triglicerideos do que os machos. Em nosso experimento, os camundongos
foram alimentados com uma dieta ocidental por 8 semanas na fase inativa, o que claramente
resultou em um aumento da deposi¢éo de gordura tanto para machos quanto para fémeas
(26). Assim, parece que o tratamento com TRA, e também o TRA combinado com exercicio
aerobico, foi mais eficaz em camundongos machos do que em fémeas, como observado nas
coloracdes H&E e Oil Red. Além disso, o colesterol hepatico e TG apresentaram niveis
ligeiramente mais baixos do que os dos camundongos fémeas. Adicionalmente, apenas em
machos foi identificado um efeito complementar do exercicio aerdbico quando em
combinagdo com TRA nos TG hepéticos.

Consistente com dados anteriores, marcadores lipogénicos e inflamatérios foram
avaliados. Foi constatado que os genes lipogénicos (Fasn, Srebpl, Cd36) estavam elevados
em ambos 0s sexos no grupo OB, confirmado pelo aumento dos niveis de proteina FAS em
comparacao aos controles. Os marcadores de inflamacdo mostraram que camundongos
machos OB tinham niveis elevados de Tnfa, Tird e Il1(3, enquanto as fémeas apresentavam
apenas niveis aumentados de Nfkb e Tnfa. Camundongos alimentados com uma dieta
ocidental e rica em gorduras demonstraram uma regulacdo positiva nos marcadores
lipogénicos e inflamatoérios (103). Além disso, a alimentacdo em curto prazo no ciclo invertido
(luzes acesas) mostrou piorar os efeitos da obesidade e aumentar os marcadores
lipogénicos no figado de camundongos alimentados com uma dieta ocidental por 1 semana
em comparacédo a camundongos alimentados no momento certo (luzes apagadas) (105). O
jejum restrito no tempo (TRA), tanto isoladamente quanto combinado com exercicio
aerobico, regulou negativamente os marcadores lipogénicos nos camundongos machos,
mas foi menos eficaz nas fémeas, onde apenas Srebpl diminuiu. Curiosamente, 0 grupo
TRA+EXE apresentou uma regulacdo negativa de Fatp4 quando comparado ao TRA
isolado, independentemente do sexo. O TRA reduziu significativamente os niveis de proteina
FAS em comparacgdo ao grupo OB, sem diferenca notavel nas fémeas quando combinado
com exercicio aerdébico. Os marcadores inflamatorios também mostraram expressao
reduzida com TRA e TRA combinado com exercicio aerébico em camundongos machos,
enquanto as fémeas apresentaram apenas uma diminuicdo em TIrd e /18 com TRA. O TRA
demonstrou ser uma estratégia eficiente para restaurar o metabolismo lipidico hepatico por
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meio da regulacdo negativa do gene lipogénico Fasn (106). De modo geral, o TRA emergiu
como uma abordagem eficaz para restaurar o metabolismo lipidico hepético, regulando
negativamente o Fasn, embora seus efeitos variam de acordo com o sexo. Além disso, é
valido mencionar a expressdo génica lipogénica semelhante, mas também a expressao
génica distinta da inflamacéo entre homens e mulheres. Este fato poderia ser explicado
pelos efeitos androgénicos do estrogénio, que protegiam as mulheres do desenvolvimento
de inflamacédo hepatica (102,107). Este efeito também foi observado em camundongos
machos e fémeas alimentados com uma dieta rica em frutose, onde ambos 0s sexos
apresentaram acumulo semelhante de gordura hepatica, mas a inflamacdo foi menor nas
fémeas (108).

Além de nado ter sido identificada diferenca no grafico de VO2, no VCO2 foi
identificada uma reducdo estatistica no grupo OB em ambas as fases clara e escura,
acompanhada por um aumento na producdo de VCO2 apenas no grupo TRA+EXE de
camundongos machos na fase clara. Nas camundongas, uma reducdo da producédo de
VCO2 do grupo TRA foi observada apenas na fase escura. Para o RER, o grupo OB mostrou
uma reducdo desse parametro para machos e fémeas em ambas as fases. Além disso, TRA
e TRA+EXE apresentaram um aumento na fase clara para machos, embora para fémeas
apenas TRA+EXE tenha apresentado aumento, o que faz sentido devido ao momento da
alimentacdo na fase clara. Além disso, 0 TRA+EXE demonstrou um efeito complementar
parareduzir o valor de RER em relagcdao ao TRA para camundongos machos. Na fase escura,
apenas o TRA+EXE demonstrou uma reducdo, novamente sendo menor que o TRA em
camundongos machos, enquanto em fémeas tanto TRA quanto TRA+EXE exibiram valores
diminuidos. Esses dados estdo de acordo com estudos anteriores (18,109,110), onde, no
estado de jejum, a utilizacdo de gordura é mais pronunciada, o que se alinha com a fase
escura, mas apenas em camundongos fémeas foi observado esse maior efeito do TRA,
enquanto em machos apenas o grupo TRA+EXE mostrou esse resultado, possivelmente
devido as adaptacdes do exercicio aerdbico.

Como demonstrado por Chaix e colaboradores, o TRA demonstra ter uma atuacao
direta na regulacdo do ciclo circadiano, prevenindo o desenvolvimento a obesidade e
sindrome metabdlica em camundongos com delecdo global de Cryl e Cry2 e também
camundongos knock-out (KO) especifico da Rev-erba e Bmall no tecido hepético (16). Em
adicao, o TRA foi eficiente em aumentar a expressao de Rev-erba que tem por sua fungao
regular negativamente a via da lipogénese hepatica (19). Além disso, o KO da proteina Rev-
erba em hepatécitos levou a um metabolismo alterado de colesterol e lipidios em

camundongos submetidos a uma inducao a obesidade (111). Assim, demonstrando a grande
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importancia que a proteina Rev-erba tem sobre a regulacdo do metabolismo e em especial
0 metabolismo hepatico e os efeitos do TRA sobre a modulacéo da Rev-erba.

Em relacdo aos camundongos machos submetidos ao TRA e TRA+SR9009, foi
identificado uma reducdo importante do peso e ganho de peso em relagédo ao grupo OB,
porém sem nenhuma diferenca significativa entre os grupos TRA e TRA+SR9009. No
entanto, a adiposidade mostrou-se aumentada no grupo OB, porém foi visto que 0s grupos
TRA e TRA+SR9009 apresentaram uma reducdo da adiposidade visceral quando
comparados ao grupo OB. Somado a isso, 0 TRA quando combinado com a administrag&o
do SR9009 demonstrou ser mais eficiente em reduzir o acumulo de gordura visceral do que
o TRA isoladamente. Isto pode ser explicado pela efetiva ativacdo farmacoldgica da proteina
Rev-erba que causou em uma regulacdo negativa da lipogénese, resultando em um menor
acumulo de gordura visceral, como demonstram alguns estudos (30,112).

Sobre a homeostase glicémica e sensibilidade & insulina, o grupo OB apresentou uma
maior curva glicémica no teste de GTT, iTT, area sobre a curva e também glicose de jejum.
O TRA e 0 TRA+SR9009 foram eficientes em reduzir todos estes parametros em relagéo ao
grupo OB, demonstrando a efetiviade destas estratégias em recuperar a homeostase
glicémica e sensibilidade ainsulina mesmo quando a alimentacdo dos animais foi realizada
na fase inativa. Em adi¢cdo, o TRA+SR9009 novamente demonstrou ser mais eficaz do que
0 TRA isoladamente, apresentando valores reduzidos em todos os testes, demonstrando
que a combinacdo do TRA com o tratamento farmacolégico do agonista da Rev-erba
resultou em um efeito adicional. Tal fato pode ser explicado devido a eficiéncia da atividade
farmacologica pelo SR9009 no metabolismo da glicose (30,31). Um estudo muito importante
demonstrou a capacidade regulatéria da proteina Rev-erba sobre a sensibilidade a insulina
hepéatica (113). Estes dados podem justificar a melhor regulacdo da glicose de jejum e
principalmente o resultado no teste ITT, indicando melhor sensibilidade a insulina quando
comparado ao TRA isolado.

Sobre o acumulo de gordura hepatico, foi visto que os animais do grupo OB
apresentaram um acumulo de gordura elevado em relagdo ao CTL. Porém os camundongos
submetidos ao TRA e o TRA tratamento do SR9009 apresentaram uma reducdo importante
do conteudo de gordura hepética quando comparado ao grupo OB, sendo também eficiente
na reducdo do NEFA sérico. Porém foi identificado um efeito complementar do SR+9009
guando somado ao TRA somente no colesterol sérico. Estes resultados estdo de acordo
com alguns estudos que demonstraram reducdo do acumulo de gordura hepatica em
camundongos submetidos ao tratamento com o SR9009 e também uma melhora da saude
do tecido hepético (82,114). Em adicao, outros trabalhos demonstraram uma reducéo do
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colesterol sérico com o tratamento do agonista da Rev-erba (30,31). No entanto, ainda nao
foi visto na literatura a combinacdo do TRA e a administracdo do SR9009, tornando os
achados neste trabalho inovadores. Em concordancia com os dados de histologia, a analise
de expressao génica da via da lipogénese demonstram que o grupo OB apresentou uma
expressao elevada dos genes Srebpl e Fatp4 em comparacdo ao CTL. J& os grupos TRA
e TRA+SR9009 mostraram ser eficientemente iguais para a reducdo da expressao destes
genes. Alguns trabalhos demonstram a participacdo importante que a proteina Rev-erba e
a sua ativacdo através de um agonista possuem sobre regulacdo da lipogénese hepatica,
principalmente regulando o gene Srebpl (82,115). Porém nenhum efeito adicional da
administracdo do SR9009 foi vista em combina¢do ao TRA.

Ja em relacdo ao RER analisado pela respirometria, o grupo obeso demonstrou uma
reducédo dos valores do RER em relacdo ao CTL, causado pela dieta. E as estratégias de
TRA e TRA+SR9009 mostraram um aumento dos valores de RER em comparacdo ao OB.
Contudo, o grupo TRA+SR9009 demonstrou uma tendéncia a aumentar os valores de RER
em relacéo ao TRA isolado. Isto pode ser explicado pelo efeito da aplicacdo do agonista da
Rev-erba no metabolismo da glicose, onde ha uma elevagéo da oxidagédo de glicose e maior

utilizacdo da mesma como substrato energético (30,31).

7 Concluséo

O presente estudo demonstrou que tratamento a obesidade com a estratégia de TRA
foi eficiente mesmo sendo aplicado na janela inativa dos animais, com efeitos positivos sobre
e perda de peso, adiposidade, homeostase glicémica, sensibilidade a insulina, acamulo de
gordura hepatico e reducao da expressao de genes lipogénicos e inflamatoérios no figado de
camundongos submetidos a uma dieta ocidental por 8 semanas. No entanto, quando
combinado com o exercicio aerébio foram identificados efeitos adicionais na regulacdo do
TG hepético e RER para os machos, ja as fémeas demonstraram um melhor controle do
colesterol sérico, juntamente com a reducdo da expressao do gene Fatp4 para ambos os
sexos. Além disso, o desempenho do exercicio aerébico melhorou para ambos os sexos,
com machos mostrando resultados superiores. Diferencas nas respostas metabdlicas
relacionadas a homeostase glicémica, como glicose em jejum e testes de tolerancia a
glicose, foram notadas entre os sexos. Os achados ressaltam a necessidade de mais
estudos para explorar esses efeitos em machos e fémeas. Ja em relacéo ao tratamento com
0 agonista da Rev-erba, foi visto que a combinagdo do mesmo com o TRA resultou em
melhoras adicionais nos parametros de homeostase glicémica, glicose de jejum,
sensibilidade a insulina e colesterol sérico. Desta forma trazendo dados inovadores para a
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literatura sobre a combinacdo do TRA com o tratamento farmacologico do agonista da Rev-

erba.
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Figura 12. Resumo em gréfico. A, inducéo a obesidade. Danos metabdlicos gerados pela dieta ocidental nas
primeiras 8 semanas do experimento em camundongos machos e fémeas. B, tratamento a obesidade.
Beneficios gerados pela ado¢édo do TRA, TRA+EXE e TRA+SR9009 (machos), e TRA e TRA+EXE (fémeas)
durante 8 semanas.
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