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Resumo 

Padrões alimentares erráticos, como os experimentados por trabalhadores em turnos 

invertidos, podem agravar a obesidade e a doença hepática esteatótica metabólica (DHEM). 

O tempo de restrição alimentar (TRA) surgiu como uma estratégia potencial para mitigar os 

efeitos da obesidade, apoiada por vários estudos sobre seus benefícios para transtornos 

metabólicos como a DHEM. A prática de exercício físico regular é recomendada como um 

método não farmacológico para lidar com a obesidade e problemas relacionados. Tanto o 

TRA quanto o exercício mostram, de forma independente, promissora melhoria na saúde 

metabólica, no peso e no controle glicêmico. Além disto, estratégias farmacológicas 

envolvendo proteínas do ciclo circadiano, como a Rev-erbα, são 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 fêmeas com seis semanas de vida, submetidos a um protocolo de 

indução à obesidade por 8 semananas e posteriormente submetidos ao TRA isoladamente, 

TRA combinado com exercício aeróbio e TRA combinado com a administração 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 glicêmica, sensibilidade à insulina, acúmulo de 

gordura hepática e redução de genes lipogênicos e inflamatórios no fígado de camundongos 

em dieta ocidental por 8 semanas. A combinação do TRA com exercício aeróbio 

proporcionou benefícios complementares em relação a regulação de TG hepático e RER 

para os machos, já as fêmeas demonstraram um melhor controle do colesterol sérico, 

juntamente com a redução da expressão do gene Fatp4 para ambos os sexos. O 

desempenho no exercício aeróbio também melhorou para ambos, com machos obtendo 

resultados superiores. Observou-se variação nas respostas metabólicas entre os sexos, 

destacando a necessidade de mais estudos. Adicionalmente, a associação do agonista da 

Rev-erbα com o TRA trouxe melhorias na homeostase glicêmica, sensibilidade à insulina e 

colesterol sérico, contribuindo com dados inovadores para a literatura sobre essa 

combinação terapêutica. 

Palavras-chave: Obesidade; Tempo de Restrição Alimentar; Exercício Físico; Rev-erbα. 

 

 

 

 

 



 

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-erbα, 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-erbα 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-erbα. 
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1 Introdução 
A obesidade é um grave problema de saúde pública, caracterizada pelo acúmulo 

excessivo de gordura corporal, envolvendo uma grande variedade de fatores (genéticos, 

metabólicos, sociais, comportamentais, psicológicos e ambientais), de alcance mundial e 

com taxas que quase dobraram nos últimos 30 anos (1,2). No Brasil, segundo a organização 

mundial da saúde (OMS), aproximadamente, metade da população brasileira encontra-se 

acima da massa corporal ideal (3). O excesso de adiposidade é acompanhado muitas vezes 

de resistência à insulina, que contribui para o desenvolvimento de distúrbios metabólicos 

graves, incluindo diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doenças cardiovasculares (4–6). Além de 

fornecer um local de armazenamento de gordura, o tecido adiposo branco desempenha um 

papel fundamental na regulação da sensibilidade à insulina em tecidos alvo desse hormônio, 

como músculo esquelético e fígado (7,8). O tecido adiposo exerce esse efeito quando 

macrófagos do tipo M2 polarizam para macrófagos do tipo M1 e são recrutados para o tecido 

adiposo, produzindo citocinas pró-inflamatórias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-

α), interleucina 1-beta (IL-1β) e interleucina-6 (IL-6), que podem prejudicar a ação da 

insulina, levando à resistência à insulina (1,2). 

A metainflamação existente na obesidade induz prejuízos na sinalização e ação da 

insulina, com distúrbios notórios em processos metabólicos no fígado (9–12). Nessa 

condição de resistência à insulina verifica-se aumento da lipólise e maior direcionamento de 

ácidos graxos livres para o fígado, culminando em acentuado acúmulo de triacilgliceróis 

(TAG) no tecido hepático e mais tardiamente o desencadeamento da doença hepática 

gordurosa não alcoólica (DHEM) (12,13). Especula-se que a DHEM atinge um bilhão de 

indivíduos no mundo todo (14). Se não controlada de maneira eficiente, a DHEM pode 

evoluir para esteatohepatite não alcoólica (non-alcoholic steatohepatitis - NASH - em inglês), 

cirrose e alguns tipos de carcinoma hepático (15). Não obstante, a DHEM por si pode 

aumentar o risco do desenvolvimento de outras doenças metabólicas, incluindo diabetes, 

dislipidemias, cardiopatias, entre outras, fazendo com que os pesquisadores sugerissem 

renomear essa doença como doença hepática gordurosa associada à disfunção metabólica 

(Metabolic-dysfunction-associated fatty liver disease - DHEM - em inglês). Apesar disso, os 

mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento da doença e um tratamento 

efetivo para ela continuam sendo um grande desafio, uma vez que ainda não foram 

totalmente elucidados (16). 

A produção hepática de glicose (glicogenólise e gliconeogênese) também pode ser 

mais exacerbada em condições de obesidade e resistência à insulina (12–14). Com isso, 
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verifica-se hiperglicemia de jejum e aumento dos valores de hemoglobina glicada que são 

indicadores relacionados com distúrbio do metabolismo de carboidrato no fígado (11,12). 

Tal fato ocorre, pois, a insulina é um hormônio essencial para supressão da transcrição de 

enzimas chaves relacionadas a gliconeogênese no fígado (12). Portanto, prejuízos na 

sinalização desse hormônio acarretam em uma elevação da produção de glicose pelo tecido 

hepático e em hiperglicemia. Além disso, a hiperinsulinemia está relacionada com vias 

moleculares que favorecem o acúmulo de gordura no fígado (12). Assim, estratégias com 

intuito de melhorar a saúde e a função hepática são cruciais para prevenir o DM2 e o 

desenvolvimento e progressão da DHEM. 

O tempo de restrição alimentar (TRA) tem sido uma estratégia adotada para minimizar 

os impactos da obesidade (16,17). Nas últimas décadas um número grande de estudos vem 

tentando investigar os efeitos fisiológicos e moleculares desse tipo de intervenção em 

modelos experimentais com intuito de verificar os benefícios potenciais sobre o organismo 

e na prevenção e tratamento de distúrbios metabólicos atrelados a doenças como obesidade 

e DM2 (16–19). Na mesma direção, como uma estratégia não farmacológica, o exercício 

físico 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 exercício físico têm se 

mostrado capaz de promover benefícios metabólicos, reduzir peso e adiposidade corporal e 

melhorar a homeostase glicêmica. 

Embora esses efeitos isolados da realização do TRA ou do exercício físico tenham 

sido positivos para a saúde metabólica, a realização combinada de TRA e exercício físico é 

ainda incipiente. Ademais, os efeitos do TRA parecem depender do horário que é realizado 

e do sexo do roedor. É necessário comentar que em estudo prévio realizado em nosso 

laboratório envolvendo a combinação de TRA e exercício físico aeróbio, os camundongos 

tiveram acesso à alimentação à noite e, portanto, no período mais ativo (17). De acordo com 

investigações anteriores, o TRA nestas condições parece promover resultados mais 

satisfatórios, principalmente em relação à atenuação do ganho de peso e melhora da 

homeostase glicêmica (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 não ocorreram (18,25,26). 

Assim, torna-se relevante investigar se a estratégia adotada em nosso estudo anterior 

de combinação de TRA com treinamento físico aeróbio também pode ser eficiente se 

aplicado ao ciclo diurno do animal. Também é necessário destacar que o treinamento físico 

aeróbio foi realizado no final do período ativo e após o período de alimentação dos roedores. 

Estudo anterior mostrou que comer pela manhã ou ao meio-dia seguido de exercício à noite 
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pode prevenir ganho de peso de forma mais eficaz do que exercícios durante a manhã 

seguida de comer ao meio-dia ou à noite (27). Não menos importante, é relevante mencionar 

que os impactos do TRA não foram tão satisfatórios em roedores fêmeas se comparado a 

machos (28). Isto sugere que intervenções adicionais (como a de um programa de 

treinamento físico) podem ser necessárias para melhorar a saúde em fêmeas. Mediante os 

achados na literatura é possível verificar que há ainda muitas lacunas a serem exploradas 

quanto o assunto é TRA. 

Adicionalmente, outra estratégia com potencial para perda de peso e melhora do 

metabolismo, envolve ações capazes de promover a regulação de genes e proteínas 

relacionadas ao ciclo circadiano. Especialmente, a via de sinalização da REV-ERB 

demonstra ser um alvo interessante em ambos os mecanismos e com um impacto sobre 

o ganho de peso (29) e saúde metabólica (30,31). A proteína REV-ERB, codificada pelo 

gene Nr1d1 está relacionada com a regulação dos genes relacionados ao relógio 

biológico a nível do sistema nervoso central, possuindo também uma relação direta no 

controle de outros genes localizados nos tecidos periféricos, incluindo o fígado (29,30). 

A ativação da REV-ERB através de um agonista tem se mostrado capaz de atenuar os 

impactos da obesidade sobre o acúmulo de gordura no fígado (30,32). Isto sugere que a 

REV-ERB possui uma função essencial na regulação sistêmica e pode ser um alvo 

promissor de combate a obesidade e a DHEM, mas que ainda não foi testada junto com 

o TRA e em ambos os sexos de roedores. 

 

1.1 Obesidade e distúrbios metabólicos no tecido hepático. 

Entre as doenças metabólicas relacionadas à obesidade e ao envelhecimento, a 

doença hepática relacionada à obesidade metabólica (DHEM) tem se tornado a mais 

prevalente (33). O aumento do estresse oxidativo, da inflamação, da disfunção mitocondrial 

e a redução na sinalização de hormônios fundamentais para processos metabólicos como 

lipogênese e gliconeogênese no fígado são fatores que agravam as condições associadas 

ao tecido hepático.(14,17,20,34–38). A combinação desses fatores pode levar ao 

desenvolvimento de fibrose no fígado, que pode progredir para estágios mais severos como 

cirrose e carcinoma hepatocelular. A DHEM é o ponto de partida para o desenvolvimento de 

fibrose no tecido hepático, caracterizada pelo acúmulo de gordura intracelular. A prevalência 

da DHEM em adultos varia entre 15% a 30%, com uma tendência a aumentar após os 65 

anos, podendo alcançar de 30% a 40%(39–41). 

Além do acúmulo de gordura no fígado, a resistência à insulina contribui para o 

aumento da produção de glicose pelo fígado (PHG), uma vez que a insulina tem a 
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capacidade de inibir a gliconeogênese ao regular a expressão de enzimas chave dessa via 

(13,14,42). Portanto, a ineficácia em suprimir a gliconeogênese é 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 resistência à insulina em tecidos periféricos, como o músculo esquelético, tecido 

adiposo branco e fígado (17,20,22,43,44). No tecido adiposo branco, que é o principal 

reservatório energético do corpo, a resistência à insulina impede a interrupção da lipólise, 

resultando em um aumento do fluxo de triacilgliceróis e ácidos graxos livres na corrente 

sanguínea (15). Essas substâncias são então captadas pelo fígado, onde uma parte é 

transportada para as mitocôndrias por meio de proteínas como a carnitina palmitoil 

transferase (CPT) para serem oxidadas (β-oxidação), enquanto outra parte é convertida em 

gordura (lipogênese) e armazenada nas células hepáticas, levando à esteatose hepática 

(45). Além disso, a lipogênese de novo, que é um processo hepático, pode ser acionada por 

dietas ricas em gordura saturada, carboidratos e frutose, consistindo na produção de novos 

ácidos graxos a partir de glicose, aminoácidos e carboidratos (45). 

Os níveis de glicose no sangue são fundamentais para a lipogênese, pois a glicose é 

convertida em acetil-coenzima A (acetil-CoA) e, em seguida, em malonil-CoA, que é o 

principal substrato desse processo (45). Para que a lipogênese ocorra, a atuação das 

enzimas ACC (acetil-CoA carboxilase), FAS (ácido graxo sintase) e SCD1 (esteroil-CoA 

dessaturase) é essencial. A ACC converte o acetil-CoA em malonil-CoA, a FAS sintetiza 

ácidos graxos de cadeia longa a partir do malonil-CoA, e a SCD1 transforma malonil-CoA 

em ácidos graxos monoinsaturados (46). Pesquisas indicaram que animais com obesidade 

e hiperglicemia apresentam um aumento no conteúdo proteico de ACC, FAS e SCD1. Além 

disso, a hiperglicemia leva a um aumento na produção e na liberação de insulina, que é o 

principal hormônio responsável pela regulação da lipogênese (47). 

A regulação da lipogênese pela insulina ocorre por meio da ativação do fator de 

transcrição SREBP-1C (proteína 1c ligadora do elemento regulatório de esterol). Esse fator 

controla a expressão gênica de ACC, FAS e SCD1 (12,48). A sinalização da insulina 

promove a fosforilação da proteína quinase B (Akt), o que leva à ativação do complexo 

mTORC1 (complexo 1 da proteína alvo de rapamicina em mamíferos), que, por sua vez, 

sinaliza para o SREBP-1C (12,49). A importância dessa via foi demonstrada 

experimentalmente pela inibição do SREBP-1C, que resultou em uma redução no acúmulo 

de gordura no fígado de camundongos obesos alimentados com uma dieta rica em gordura. 

(48). 

Outra função crucial da insulina é a regulação da produção de nova glicose a partir 
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de substratos não carboidratos no fígado (42). Assim, a resistência à insulina no tecido 

hepático tem implicações significativas na inibição da gliconeogênese, levando a um 

aumento nos níveis de glicose no sangue, tanto em jejum quanto após as refeições (42). O 

efeito da insulina na supressão da gliconeogênese no fígado se dá por meio de sua ligação 

ao receptor de insulina (IR) na membrana celular e a subsequente cascata de sinalização 

intracelular. Quando o hormônio se liga ao receptor, ocorre uma mudança de forma no IR 

que resulta em sua ativação. Uma vez ativado, o IR fosforila os substratos 1 e 2 do receptor 

de insulina (IRS1 e IRS2), ativando-os e estimulando sua associação com a fosfatidil-

inositol-3-quinase (PI3K) (12). A PI3K ativa a proteína quinase dependente de 

fosfoinositídeos (PDK), que então recruta a Akt e induz sua fosforilação. A Akt regula várias 

moléculas envolvidas em diferentes vias metabólicas, incluindo a síntese de glicogênio, ao 

fosforilar a glicogênio sintase 3 (GSK3). Além disso, a Akt também pode fosforilar o fator de 

transcrição FoxO1, um importante regulador da gliconeogênese. A FoxO1 é responsável 

pela transcrição de proteínas chave dessa via metabólica, como a fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase (PEPCK) e a glicose-6-fosfatase (G6Pase) (12). Com a fosforilação, a FoxO1 

é removida do núcleo, interrompendo o processo transcricional e, consequentemente, 

reduzindo a expressão e o conteúdo proteico de PEPCK e G6Pase (12). A superexpressão 

da FoxO1 leva a um aumento de G6Pase. Por outro lado, a ausência da FoxO1, 

especialmente no fígado, resulta em hipoglicemia em jejum nos animais knock-out para esse 

gene (50). Animais que tiveram a FoxO1 deletada também mostraram menor expressão de 

PEPCK e G6Pase, indicando que a FoxO1 é um alvo terapêutico importante para a 

manutenção da homeostase glicêmica (51). 

Além disso, o excesso de ganho de peso, a resistência à insulina e a esteatose 

hepática estão associados à disfunção mitocondrial (52). As mitocôndrias, organelas 

essenciais para a respiração celular, contêm enzimas que convertem glicose, ácidos graxos 

e aminoácidos em energia (53). Em geral, a disfunção mitocondrial afeta todas as células, 

mas tem um impacto mais significativo nas que demandam maior quantidade de energia, 

como as do músculo cardíaco, fígado e tecido adiposo (52–54). A incapacidade de gerar 

energia adequadamente prejudica o funcionamento do músculo, do tecido adiposo e do 

fígado. Portanto, estratégias voltadas para melhorar a saúde e a função hepática são 

fundamentais para prevenir diabetes tipo 2 e para o desenvolvimento e progressão da 

doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) para esteatohepatite não alcoólica e 

cirrose. 

1.2 Tempo de restrição alimentar (TRA) e exercício físico no combate a obesidade e 

DHEM: Implicações do sexo e ciclo circadiano 
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Considerado uma intervenção dietética, a realização do TRA vem se popularizando 

nas últimas décadas. O TRA é uma estratégia alimentar adotada no qual não se faz ingestão 

de alimentos em um período do dia, resultando geralmente em uma menor ingestão calórica 

diária, assim levando a perda de peso corporal (55). O tempo adotado nesse tipo de 

intervenção é variável, com períodos de 9-12 h ou mais tempo. No entanto, períodos 

restritivos de tempo de alimentação, em especial superior a 16 horas são mais difíceis de 

serem adotados e mantidos a longo prazo pelas pessoas (56). Já o TRA de 16 horas tem se 

mostrado capaz de induzir perda de peso e melhoras metabólicas na condição de obesidade 

(17,18). Entretanto, a regulação da homeostase glicêmica através do tempo de restrição 

alimentar e os efeitos disso em tecidos periféricos merece maior investigação. A avaliação 

dos efeitos do TRA associado ao exercício físico ainda é bastante escasso (57). Como 

também, os efeitos combinados do TRA ao exercício físico em roedores fêmeas não foram 

amplamente explorados. Outra lacuna existente é a relação entre TRA e exercício físico 

sobre a regulação do ciclo circadiano. Neste cenário, não é sabido se os efeitos fisiológicos 

do tempo de restrição alimentar estão ligados diretamente na regulação de mecanismos 

moleculares do ciclo circadiano, como por exemplo a proteína REV-ERB que exerce 

importante ação relacionada ao ritmo do relógio biológico e o metabolismo (16). 

Sabe-se que a manutenção da prática do jejum e a redução de peso tende a reduzir 

as taxas metabólicas freando a perda de peso em longo prazo (58). Ademais, com a redução 

de peso e adiposidade corporal os níveis de leptina também reduzem, sendo este um 

hormônio de fundamental importância para regulação da fome e saciedade (59). Esta é uma 

questão intrigante e que desperta interesse da comunidade científica com intuito de prover 

mecanismos capazes de potencializar essa manutenção da perda de peso e principalmente 

proteger do reganho de peso. A queda no metabolismo (redução da taxa metabólica basal) 

acaba por impactar negativamente na manutenção da perda de peso a longo prazo (58). 

Dessa maneira, deslizes na alimentação com exageros na ingestão de calorias durante o 

ciclo inativo (no qual a taxa metabólica 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 ingestão alimentar total em animais 

submetidos a uma dieta rica em gordura, mesmo sob restrição alimentar (TRA), pode ser 

comparável àquela de roedores alimentados ad libitum Assim, a implementação do TRA 

pode não ser suficiente para evitar o desenvolvimento de alterações metabólicas prejudiciais 

quando o organismo está exposto a uma dieta hiperlipídica por períodos prolongados 

(18,60). Mudanças significativas no metabolismo tendem a ser mais pronunciadas quando 

o jejum é prolongado em roedores com alto teor de gordura na dieta (61). Por isso, manter 
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períodos de TRA mais longos (acima de 16 horas) pode ser desafiador para muitas pessoas, 

e estratégias adicionais podem ser necessárias para apoiar a saúde metabólica. Além disso, 

o aumento de peso foi associado à diminuição da atividade física espontânea, o que 

prejudica ainda mais o metabolismo de lipídios e carboidratos em roedores obesos (18,62). 

Portanto, combinar um programa de exercícios físicos 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 alimentação de 8 

a 12 horas, pode ser eficaz para o controle da massa corporal em indivíduos obesos ou pré-

diabéticos, além de trazer benefícios adicionais como a redução da pressão arterial e dos 

níveis de lipídios no sangue (63–66). Em homens com alto risco de desenvolver diabetes 

tipo 2 (DM2), o TRA mostrou um controle glicêmico positivo (67). Outro estudo envolvendo 

pré-diabéticos avaliou um protocolo de TRA (com uma janela de 6 horas, com a última 

refeição até as 15 horas) e observou melhorias nos níveis de insulina e na resposta das 

células β do pâncreas, além de redução na pressão arterial e no estresse oxidativo (68). 

Assim, o ritmo circadiano parece ser um fator fundamental para a eficácia do TRA. Estudos 

que aplicaram a alimentação restrita no final da tarde ou à noite apresentaram menor 

eficácia, levando a piores resultados em termos de glicemia de jejum, resposta das células 

β e pressão arterial (69,70). Contudo, o ciclo de trabalho das pessoas nem sempre permite 

que sejam seguidos horários mais adequados para a alimentação e o TRA. 

Especulamos, que o tempo de restrição alimentar seja uma estratégia capaz de 

promover benefícios a saúde metabólica e reduzir adiposidade corporal, mas seus efeitos 

são mitigados em longo prazo. Este efeito reduzido na capacidade de reduzir a adiposidade 

pode estar relacionado a sinalização da REV-ERB, que como visto tem implicações na 

transcrição de genes em tecidos periféricos relacionados ao gasto energético e metabolismo 

de carboidrato e gorduras (30–32,71). Portanto, o exercício físico pode ser uma estratégia 

que adotado em associação com o TRA pode trazer benefícios adicionais e ser eficiente em 

proteger dos distúrbios provocados pela alimentação de uma dieta rica em gordura sobre o 

metabolismo hepático em roedores machos e fêmeas. Em estudos anteriores temos visto 

que o exercício físico pode proteger os animais dos efeitos da obesidade e isso foi atrelado 

a uma melhora na sinalização da insulina e diminuição do acúmulo de gordura e produção 

de glicose pelo fígado em camundongos (20–22). 

Quanto ao impacto do sexo sobre os distúrbios metabólicos induzidos por uma dieta 

obesogênica observa-se que são necessários mais estudos. Sabe-se atualmente que as 

mulheres são mais propensas a ganhar massa adiposa e resistir à perda de gordura 

corporal. Quando se olha para prevalência global da obesidade, os números apontam que 
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é mais alto nas mulheres do que nos homens (72). Outra característica que merece destaque 

é a que mulheres têm mais gordura e menos massa magra (músculo esquelético) em relação 

aos homens, mas para um equivalente de adiposidade, as mulheres são mais sensíveis à 

insulina do que os homens (28). Além disso, as evidências provenientes de estudos 

epidemiológicos e clínicos demonstraram grandes diferenças entre os sexos na prevalência 

de distúrbios metabólicos, com mulheres sendo protegidas de doenças cardiovasculares 

(DCV) em relação a homens antes da menopausa. Apesar desse menor risco, nos últimos 

20 anos, o risco de DCV aumentou em mulheres na pré-menopausa, que foi atribuído a um 

aumento na prevalência de diabetes que pode compensar esse dimorfismo sexual (73). 

Levando em consideração que as mulheres desenvolvem doenças metabólicas, como 

DGHNA, e também são propensas a evoluir para formas mais graves da doença, urge a 

necessidade de incluir a avaliação dos impactos do TRA e exercício neste grupo também. 

Por fim, acreditamos que o TRA associado ao exercício físico seja capaz de regular a REV-

ERB, que é um repressor transcricional que regula os processos fisiológicos envolvidos no 

desenvolvimento da DHEM, incluindo a lipogênese e a inflamação. E que a análise da 

regulação da REV-ERB e do metabolismo hepático em machos e fêmeas possam revelar 

diferentes adaptações, com obtenção de dados que serão pioneiros para a área da saúde. 

 

1.3 Regulação do metabolismo hepático através da Rev-erbα 

Em especial, a via de sinalização das Rev-erbs (Rev-erbα e Rev-erbβ) se demonstra 

ser um alvo interessante em mecanismos relacionados de ingestão alimentar e gasto 

energético e com um impacto sobre o ganho de peso (29). As Rev-erbs, estão relacionadas 

com a regulação dos genes centrais do ciclo circadiano, possuindo também uma relação 

direta no controle de outros genes localizados nos tecidos periféricos (29,30). Ambas as 

proteínas (Rev-erbα e Rev-erbβ) podem ligar-se a elementos específicos do DNA e regular 

a transcrição de genes, mas elas têm diferentes alvos genéticos e podem influenciar a 

expressão gênica de maneiras distintas. A Rev-erbα é amplamente expressa em muitos 

tecidos, incluindo o fígado e o cérebro, e está especialmente associada ao controle do 

metabolismo e da homeostase energética. Já a Rev-erbβ, por outro lado, é mais prevalente 

no sistema nervoso central e está mais envolvido na regulação do ritmo circadiano e na 

resposta a estímulos ambientais (30,74). Isto sugere que a Rev-erbα possui uma função 

essencial na regulação sistêmica e pode ser um alvo promissor de combate a obesidade. 

No nível celular, o relógio circadiano é controlado por mecanismos de transcrição e 

tradução com diferentes genes, incluindo período (Per, para o qual existem três genes Per1-

Per3), criptocromo 1 e 2 (Cry1 e Cry2), Bmal1 (também conhecido como Arntl) e Clock 
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(75,76). Os fatores de transcrição CLOCK e BMAL1 heterodimerizam e ativam a expressão 

dos genes Per e Cry ligando-se a elementos E-box em seus promotores (76). As proteínas 

CRY e PER formam oligômeros que são transportados do citoplasma para o núcleo, onde 

reprimem sua própria transcrição ao inibir a atividade BMAL1-CLOCK. BMAL1-CLOCK 

também induz a expressão do receptor nuclear Rev-erbα, que reprime a transcrição de 

Bmal1 por meio da ligação direta a um elemento de resposta REV-ERBα (RORE) dentro do 

promotor Bmal1 (77). A Rev-erbα é expressa em uma variedade de tipos de tecido, incluindo 

gordura marrom, músculo esquelético e fígado (71,78). Além de sua ação no mecanismo do 

relógio circadiano, REV-ERBα foi implicado na adipogênese (79), diferenciação muscular 

(80), metabolismo hepático (31) e neurogênese (81). 

Estudo prévio demonstrou que o tratamento com agonista (SR9009) da Rev-erbα em 

camundongos obesos tem efeitos benéficos para distúrbios metabólicos, especificamente 

DHEM (30,82). Além disso, os autores verificaram que a administração do agonista da Rev-

erbα melhorou o perfil metabólico nos camundongos, sendo visto redução dos níveis de 

glicose e melhora da tolerância à glicose, e também melhora da saúde hepática, suprimindo 

a inflamação envolvida na progressão da DHEM (30,82). Adicionalmente, foi observado uma 

redução significativa na expressão de genes pró-fibróticos no fígado, que foi consistente com 

a redução da fibrose hepática. Portanto, o conhecimento atual permite considerar que a Rev-

erbα controla a expressão de genes downstream envolvidos no metabolismo lipídico 

hepático por meio da interação com HNF6 e HNF4α (83), e que a Rev-erbα regula a ação 

dos glicocorticóides ligando-se ao receptor de glicocorticóides no fígado (83). No entanto, a 

Rev-erbα não é o único ligante que interage com o agonista SR9009, fazendo com que haja 

efeitos independentes da ação da Rev-erbα e não relacionados ao ciclo circadiano (74). 

Camundongos com deleção global de Rev-erbα demonstram alterações marcantes 

no equilíbrio diário de utilização de carboidratos e lipídios e apresentam um fenótipo de 

acúmulo e armazenamento de lipídios substancialmente aumentado (83). Isso é 

caracterizado por esteatose hepática e hipertrofia do tecido adiposo em animais normais 

alimentados com ração padrão, que é exacerbada por uma dieta rica em gordura. A 

avaliação dos efeitos da administração do agonista da Rev-erbα  em roedores submetidos 

ao TRA machos e fêmeas ajudarão a compreender os impactos da regulação dessa proteína 

sobre o metabolismo hepático e direcionar terapêuticas futuras para combater a obesidade.  

 

2 HIPÓTESE 

Portanto, nossa hipótese é que a TRA, quando combinada com exercício físico 

aeróbio ou agonista da Rev-Erbα, terá efeitos complementares e sinérgicos, sendo a saúde 
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metabólica mais eficaz em comparação com o efeito da TRA isoladamente, com um impacto 

positivo no peso corporal, inflamação e metabolismo de machos e fêmeas. Além disso, 

especulamos que esses benefícios ocorrerão mesmo com uma janela de acesso à comida 

no ciclo diurno dos animais. Portanto, investigamos os efeitos da TRA associada ao 

treinamento de exercício aeróbio em machos e fêmeas alimentados com dieta ocidental no 

ciclo claro, e associado ao tratamento farmacológico com o agonista (SR9009) da Rev-Erbα 

na obesidade e no metabolismo hepático em machos alimentados com dieta ocidental no 

ciclo claro.  

 

3 Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

Avaliação dos efeitos do tempo de restrição alimentar combinado com exercício 

físico ou agonista da Rev-Erbα sobre a obesidade e metabolismo hepático em 

camundongos machos e fêmeas alimentados com dieta rica em gordura. 

3.2 Objetivos específicos 

 

Etapa 1 – Avaliação dos efeitos do TRA realizado no ciclo inativo combinado ou não 

com o exercício físico aeróbio realizado durante o ciclo diurno sobre o metabolismo lipídico 

e inflamatório no fígado de camundongos machos e fêmeas; 

a) Avaliar parâmetros de peso corporal e adiposidade; 

b) Verificar homeostase glicêmica e sensibilidade à insulina; 

c) Determinar acúmulo de gordura no tecido hepático; 

d) Analisar vias metabólicas (lipogênese e inflamação) no tecido hepático; 

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

 

Etapa 2 – Avaliação dos efeitos do TRA realizado no ciclo noturno combinado ou não 

com o agonista da Rev-Erbα realizado durante o ciclo inativo sobre o metabolismo lipídico 

no fígado de camundongos machos; 

a) Avaliar parâmetros de peso corporal e adiposidade; 

b) Verificar homeostase glicêmica e sensibilidade à insulina; 

c) Determinar acúmulo de gordura no tecido hepático; 

d) Analisar via metabólica da lipogênese no tecido hepático; 

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

4.1 Aprovação ética 

Todos os protocolos com camundongos foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEUA) do Instituto de Ciências Biológicas da UNICAMP - 

Campinas-SP (Número do protocolo 5957-1/2022) e estavam alinhados com o Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

4.2 Protocolo Experimental 

Camundongos machos e fêmeas da linhagem C57BL/6J, com 6 semanas de idade, 

foram obtidos do Centro Multidisciplinar de Investigação Biológica em Ciências de Animais 

de Laboratório (CEMIB) – Universidade de Campinas (UNICAMP). Para a primeira etapa os 

camundongos foram distribuídos em oito grupos experimentais durante 16 semanas: 

camundongos machos controle alimentados com uma ração comercial padrão 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 exercício aeróbico (n = 6); 

camundongos fêmeas controle alimentados com uma ração comercial padrão para roedores 

ad libitum (CTL) (n = 6); camundongos fêmeas obesos alimentados ad libitum com dieta 

ocidental (OB) (n = 6); camundongos fêmeas do grupo TRA alimentados com dieta ocidental 

submetidos ao TRA (n = 6), camundongos fêmeas TRA+EXE alimentados com dieta 

ocidental submetidos ao TRA combinado com protocolo de exercício aeróbico (n = 6). Para 

a segunda etapa os camundongos foram distribuídos em quatro grupos experimentais 

durante 16 semanas: camundongos machos controle alimentados com uma ração comercial 

padrão 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 

administração do agonista SR9009 (n=6). O período de indução 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 escuridão e alojados em 

gaiolas de polietileno com livre acesso à hidratação. A dieta padrão era um pellet comercial 

fornecido pela Nuvilab (Quimtia, Colombo, PR, Brasil) e a composição nutricional fornecida 

pelo fabricante era de 23% de proteína bruta, 4% de lipídios e 5% de fibra. A dieta ocidental 
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era composta por uma dieta rica em gordura combinada com uma solução concentrada de 

sacarose para hidratação. A composição da dieta rica em gordura era de 11,55% de amido 

de milho, 20% de caseína, 10% de sacarose, 13,2% de amido dextrinizado, 4% de óleo de 

soja, 31,2% de banha, 5% de celulose, 3,5% de mistura mineral, 1% de mistura vitamínica, 

0,3% de L-cistina e 0,25% de bitartarato de colina (84), de acordo com o Instituto Americano 

de Nutrição (AIN39-G) (85). A composição da dieta rica em gordura foi descrita como uma 

porcentagem da massa (g/100 g) combinada com uma solução de alta sacarose para 

hidratação. A diluição da solução 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 ingestão de alimentos foi determinada uma vez 

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

4.3 Protocolo de Alimentação com Restrição de Tempo 

O tempo de Zeitgeber (ZT) 0 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 à dieta ocorreu 2h após a luz ligada (ZT2 – 8h) até 2h antes do 

início do ciclo escuro (ZT10 – 16h), totalizando 8h de acesso à dieta (adaptado de Hatori et 

al. 2012). O acesso aos alimentos foi regulado transferindo os camundongos diariamente 

entre gaiolas com livre acesso à dieta rica em gordura e solução rica em carboidratos e 

gaiolas com acesso livre apenas à água. Dessa forma, os camundongos tiveram acesso à 

comida por 8h e restrição alimentar de 16h diariamente apenas durante a semana; no f inal 

de semana, os camundongos tiveram acesso à comida ad libitum (Fig. 1). 
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Figura 1. Desenho experimental. A, cronograma do protocolo. Nas primeiras 8 semanas do experimento, os 

camundongos foram divididos em grupo CTL (camundongos alimentados com dieta padrão ad libitum) e OB 

(camundongos alimentados com dieta ocidental ad libitum) para indução da obesidade e, na 9ª semana, os 

camundongos do grupo OB foram divididos em OB (OB), tempo de restrição alimentar (TRA), tempo de 

restrição alimentar combinado com exercício aeróbico (TRA+EXE) e tempo de restrição alimentar combinado 

com administração de SR9009 (TRA+SR9009) para o tratamento da obesidade nas semanas seguintes até a 

coleta de tecidos na 16ª semana; representações do grupo CTL (B), grupo OB (C), grupo TRA (D), grupo 

TRA+EXE (E) e grupo TRA+SR9009. 

4.4 Teste de Carga Incremental 

Após 5 dias de adaptação ao exercício aeróbico em uma esteira a 3 m/min, os 

camundongos do grupo TRA+EXE passaram por um teste de carga incremental. Eles 

começaram a correr a 6 m/min em uma esteira plana, aumentando a velocidade em 3 m/min 

a cada 3 minutos até a exaustão, definida como tocar a extremidade da esteira cinco vezes 

em 60 segundos. A velocidade de exaustão (EV) desse teste foi usada para ajustar a 

intensidade de um subsequente protocolo crônico de exercício aeróbico de 8 semanas a 

60% da EV. O teste de carga incremental foi repetido ao final da 4ª e 8ª semanas para ajustar 

a velocidade de corrida à medida que o desempenho melhorava. Os camundongos 

descansaram por 24 horas entre cada sessão de treinamento. Os efeitos do exercício 

aeróbico foram avaliados usando um método dependente do peso corporal (massa corporal 

× EV), e o desempenho foi especificamente medido pela velocidade de exaustão. 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 Exercício Aeróbico 

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 exercício aeróbico 

(AE) por 5 dias da semana (de segunda a sexta-feira) após o período de alimentação e 

descansaram durante o fim de semana. Portanto, o treinamento de exercício aeróbico foi 

realizado de ZT10 (16h) a ZT11 (17h). O volume de exercício aumentou gradualmente de 

30 min na primeira semana para 45 min na segunda semana, chegando a 60 min da terceira 

à décima semana. Nenhum resultado adverso foi observado em nenhum camundongo 

durante o protocolo de AE incremental. 

 

4.6 Tratamento com agonista da Rev-erbα 

Os animais foram submetidos a um protocolo de administração do agonista da 

Rev-erbα com duração de 30 dias. A administração do agonista ocorreu em dose única 

de segunda-sexta-feira, ao final do ciclo inativo (entre 16:00/17:00) dos animais. A 

administração do agonista SR9009 foi realizada via intraperitoneal em uma quantidade 

de 100mg/kg do animal conforme descrição prévia (30). Após 24 horas da última 

administração os animais foram eutanasiados e os tecidos coletados para as análises 

moleculares. 

4.7 Consumo de Oxigênio, Relação de Troca Respiratória e Produção de Calor 

Entre a 6ª e a 7ª semanas do experimento, os camundongos foram submetidos ao 

Sistema de Monitoramento Abrangente de Animais de Laboratório (CLAMS-Oxymax) 

(Columbus Instruments, Columbus, OH, EUA). Antes da análise, os camundongos foram 

adaptados ao equipamento por 24h em gaiolas individuais. No dia da análise experimental, 

o grupo TRA+EXE treinou entre ZT11 e ZT12, e as análises começaram em ZT12. Durante 

o experimento, os camundongos foram mantidos em gaiolas separadas em um ciclo de 

temperatura controlada. O consumo de oxigênio (VO2), o consumo de dióxido de carbono 

(VCO2), a relação de troca respiratória (RER) e o gasto energético (EE) foram analisados 

ao longo de 24h. O valor de EE foi calculado como (3.815 + 1.232 × RER) × VO2 (27). A 

aquisição de dados ocorreu 6 vezes por hora, durante as 24 h. Ao final do experimento, os 

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

4.8 Testes de Tolerância à Glicose e Insulina Intraperitoneais (ipGTT e ipITT) 

Após 8 horas de jejum e 24 horas após a última sessão de exercício aeróbico, 

amostras de sangue foram coletadas das caudas dos camundongos para dosagem basal de 

glicose (ponto de tempo zero). Em seguida, uma solução 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, Suíça). Para o teste de tolerância à insulina intraperitoneal (ipITT), a insulina 

humana recombinante (Humulin R) da Eli Lilly (Indianapolis, IN, EUA) foi aplicada a uma 

concentração 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 medição de glicose no sangue 

(Accu-Check Active®️/Roche, Suíça). Para esses testes, as amostras de sangue foram 

coletadas após um corte na cauda (usando tesouras cirúrgicas), com sangramento reprimido 

entre os pontos de tempo usando uma bandagem de compressão (Johnson and Johnson, 

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

4.9 Análise Bioquímica do Sangue 

Os marcadores bioquímicos de colesterol total e triglicerídeos foram analisados 

usando kits comerciais Laborlab (São Paulo, SP, Brasil) no soro e no fígado de 

camundongos submetidos à coleta de tecido após decapitação (24h após a última sessão 

de exercício aeróbico e 4h de jejum). Os ácidos graxos não esterificados foram medidos 

usando o ensaio NEFA-HR da Wako HR series (Fujifilm). 

4.10 Extração do Fígado, Homogeneização e Determinação do Teor Total de 

Proteínas 

Após 24h da última sessão de exercício aeróbico e 4h de jejum, os camundongos 

receberam uma injeção 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 fígado foi coletado e rapidamente 

congelado em nitrogênio líquido para armazenamento a -80°C. Subsequentemente, o tecido 

foi homogeneizado em um buffer de extração (1% Triton X-100, 100 mm Tris (pH 7.4), 100 

mm pirofosfato de sódio, 100 mm fluoreto de sódio, 10 mm EDTA, 10 mm vandato de sódio, 

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 

máxima por 60s. Os lisados foram centrifugados em Eppendorf 5804R (Hamburg, 

Alemanha) a 12.851 g a 4°C por 15 min para remover material insolúvel. O sobrenadante foi 

utilizado para o ensaio. O teor de proteína foi determinado usando o método de ácido 

bicinconínico. Os tecidos adiposos brancos, perigonadal, retroperitoneal, mesentérico e 

inguinal foram coletados e pesados. 
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4.11 Análise de Western Blotting 

Após a determinação do teor total de proteínas, o tampão 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 proteínas (40μg) 

foram aplicadas em um gel de poliacrilamida para separação por SDS-PAGE e transferidas 

para membranas de nitrocelulose. A coloração de Ponceau foi aplicada para verificar a 

transferência da membrana. Os blots foram bloqueados com 5% de leite em pó à 

temperatura ambiente por 1h e, em seguida, incubados durante a noite a 4°C com os 

seguintes anticorpos primários: FAS (#3189S) e β-actina (#3700S) da Cell Signaling 

Technology (Danvers, MA, EUA). As membranas foram então incubadas por 1h com os 

anticorpos secundários específicos. As bandas específicas foram visualizadas por 

quimioluminescência e quantificadas por suas áreas usando densitometria óptica com o 

software UN-SCAN-IT gel 6.1 (Silk Scientific, Inc. Orem, UT, EUA). 

4.12 Extração de RNA e RT-qPCR 

O tecido hepático foi homogeneizado em 400 μl de Trizol (Thermo Fisher Scientific), 

e o conteúdo de RNA foi extraído de acordo com as instruções do fabricante. Um total de 2 

μg de RNA foi usado para a síntese de cDNA usando Kits de Transcrição Reversa de Alta 

Capacidade (Thermo Fisher Scientific). As amostras de cDNA foram submetidas a uma 

reação de polimerase em cadeia quantitativa em tempo real (RT-qPCR) usando 300 ng de 

cDNA e 0,3 μm de primers para Fasn, Srebp1c, Cd36, Fatp4, Nfkb, Tnfα, Tlr4 e Il1β, com 

Gapdh como controle endógeno (Tabela 1), sintetizados pela Exxtend (Paulínia, 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 ΔΔCt. 

 

 

 

 

Tabela 1. Sequências dos primers usados para a técnica de RT-qPCR

Gene  Forward Reverse

Fasn 5´-GAGGACACTCAAGTGGCTGA-3´ 5´-GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT-3´

Srebp1c 5´-GAGGACACTCAAGTGGCTGA- 3´ 5´-GGGAAGTCACTGTCTTGGTTGTT-3´

Cd36 5´-TGGAGCTGTTATTGGTGCAG-3´ 5´-TGGGTTTTGCACATCAAAGA-3´

Fatp4 5´-GACTTCTCCAGCCGTTTCCACA-3´ 5´-CAAAGGACAGGATGCGGCTATTG-3´

Nfkb 5´-GATTCCGGGCAGTGACG-3´ 5´-GATGAGGGGAAACAGATCGTCC-3´

Tnf α 5´-CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3´ 5´-CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3´

Tlr4 5´-GTTCTCTCATGGCCTCCACT-3´ 5´-GGAACTACCTCTATGCAGGGAT-3´

Il1 β 5´-TGGACCTTCCAGGATGAGGACA-3´ 5´-GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG-3´

Gapdh 5´-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3´ 5´-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3´
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4.13 Análise Histológica 

O tecido hepático foi extraído e criopreservado em isopentano pré-resfriado a -

80°C. Finas fatias (10μm) do fígado foram cortadas usando um criostato Leica (CM1850, 

Heidelberg, Alemanha) e montadas em lâminas de adesão. As lâminas foram coradas 

com solução de Óleo Vermelho O (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) por 30 min e 

hematoxilina por 1 min, em seguida, lavadas e seladas com uma solução 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 

hepáticos 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 

número de hepatócitos balonados e a inflamação lobular de 0 a 3 com base no número 

de focos inflamatórios. Todos esses parâmetros contribuíram para um Escore de Atividade 

DHEM total (86,87), com um perfil esteatogênico avaliado a 400x de ampliação. A 

inflamação foi caracterizada pela presença de pelo menos cinco células inflamatórias não 

dispostas em linha em dez campos (88). 

4.14 Análise Estatística 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média (SEM), e o teste de 

Shapiro-Wilk W analisou a normalidade dos dados. Uma Análise de Variância (ANOVA) de 

uma via foi adotada para os dados com distribuição normal, seguida do teste de Tukey. A 

análise de variância (ANOVA) de duas vias foi utilizada quando os grupos foram comparados 

em momentos diferentes, seguida do teste de Tukey. A significância estatística adotada foi 

p<0,05. O programa GraphPad Prism 8.0® foi utilizado para a análise estatística e 

elaboração de gráficos. 

 

 

5 Resultados 

O treinamento de exercício aeróbico melhora o desempenho em camundongos 

machos e fêmeas. 

O desempenho físico foi avaliado por meio do teste de carga incremental realizado 

na 8ª, 12ª e 16ª semanas nos grupos TRA+EXE. Os dados mostram que tanto os 

camundongos machos quanto fêmeas obtiveram um aumento significativo na velocidade 

de exaustão e na potência do último teste em comparação ao teste inicial. Dessa forma, 

demonstrando que o exercício aeróbico foi eficiente para melhorar o desempenho 

aeróbico em ambos os sexos. Além disso, foi identificada uma diferença significativa 
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entre os últimos testes ao comparar camundongos machos e fêmeas (Fig. 2A e B). 

 

Figura 2. O treinamento de exercício aeróbico melhorou o desempenho em camundongos machos e 

fêmeas. A, velocidade de exaustão dos três testes realizados durante o protocolo de exercício aeróbico. B, 

potência de exaustão dos três testes realizados durante o protocolo de exercício aeróbico. As barras 

representam a média e o erro padrão do 1º, 2º e 3º testes (n=6). * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. 

 
TRA e TRA combinado com exercício aeróbico reduzem o peso corporal e a 

adiposidade em camundongos machos e fêmeas. 

Após 8 semanas de indução à obesidade, os camundongos foram submetidos a 

8 semanas de TRA e TRA+EXE. Assim, foi identificado que o grupo OB apresentou um 

aumento da evolução do peso corporal e o ganho de peso em comparação ao CTL.  

Adicionalmente, observou-se uma diferença significativa nos grupos TRA e TRA+EXE 

apenas em camundongos machos (Fig. 3A, B, G, H). A ingestão de alimentos cumulativa 

mostrou um aumento nos camundongos do grupo OB em comparação ao CTL, mas TRA 

e TRA+EXE demonstraram uma redução da ingestão de alimentos em relação ao grupo 

OB em camundongos machos e fêmeas. Além disso, TRA+EXE diminuiu a ingestão de 

alimentos em comparação ao grupo TRA apenas em camundongos machos (Fig. 3C e 

I). Corroborando com esses achados, o Índice de Lee foi elevado no grupo OB em 

comparação ao CTL. TRA e TRA+EXE foram eficientes para reduzir esse parâmetro 

quando comparados ao grupo OB, independentemente do sexo (Fig. 3D e J). Em relação 

à gordura corporal, o grupo OB apresentou um aumento no conteúdo de gordura visceral 

e total em relação ao grupo CTL. Por outro lado, TRA e TRA+EXE reduziram o tecido 

adiposo visceral tanto em machos quanto em fêmeas. Contudo, TRA e TRA+EXE 

reduziram a gordura total em camundongos fêmeas, enquanto em machos apenas 

TRA+EXE mostrou ser eficaz (Fig. 3E, F, K, L). 
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Figura 3. Tempo de restrição alimentar (TRA) e TRA combinado com exercício aeróbico reduzem o 

ganho de peso e melhoram a composição corporal em camundongos machos e fêmeas. A e G, peso 

corporal (n=6). B e H, ganho de peso (n=6). C e I, ingestão cumulativa (n=6). D e J, Índice 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 padrão. * 

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 exercício aeróbico melhoram a homeostase glicêmica e 

marcadores lipídicos no soro de camundongos machos e fêmeas, enquanto a 

sensibilidade à insulina apenas em machos. 

Na 6ª 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 glicêmica após a injeção de glicose em comparação ao CTL. Tanto 

em machos quanto em fêmeas, TRA e TRA+EXE demonstraram ser eficientes em 

manter a curva glicêmica mais baixa do que o grupo OB (Fig. 4A e H). A área 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 distúrbios metabólicos induzidos pela 

exposição a uma dieta rica em gorduras e solução de carboidratos (Fig. 4C e J). No teste 

ITT, o grupo OB apresentou uma curva glicêmica mais alta durante todo o teste em 

camundongos machos, mas nas fêmeas apenas os primeiros 3 pontos (0, 10 e 25 min) 

foram mais altos quando comparados ao CTL. Mesmo assim, TRA e TRA+EXE 

demonstraram níveis mais baixos na curva glicêmica em relação ao grupo OB em 

camundongos machos. Mas, para camundongos fêmeas, TRA e TRA+EXE mostraram 

níveis mais baixos em relação ao OB apenas nos primeiros 3 pontos. A área 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 não foram eficientes para reduzir os valores 

da AUC ITT quando comparados ao grupo OB (Fig. 4E, F, L, M). Após a coleta de tecidos, 

o soro foi coletado para a análise de colesterol e ácidos graxos não esterificados. Assim, 

o grupo OB apresentou níveis mais altos de colesterol e NEFA devido aos efeitos 

negativos da dieta ocidental em camundongos machos e fêmeas. Mas novamente, TRA 

e TRA+EXE demonstraram ser eficientes para reduzir esses níveis 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 disfunções metabólicas no metabolismo lipídico em camundongos 

submetidos a uma dieta ocidental, mas TRA e TRA quando combinados com exercício 

aeróbico foram estratégias eficientes para restaurar a homeostase da glicose e o 

metabolismo lipídico em camundongos machos e fêmeas. Embora TRA e TRA 

combinado com exercício aeróbico tenham sido eficientes para restaurar a sensibilidade 

à insulina apenas em camundongos machos. 
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Figura 4. Efeitos do TRA e TRA combinado com exercício aeróbico na homeostase glicêmica e 

marcadores lipídicos em camundongos machos e fêmeas. A e H, teste de tolerância à glicose (n=6). B e 

I, área 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 

tolerância à insulina (n=6). F e M, área sob a curva para o ITT (n=6). G e N, NEFA sérico (n=6). As barras 

representam a média e o erro padrão. * 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 exercício aeróbico reduzem o acúmulo de gordura 

hepática e melhoram o metabolismo lipídico em camundongos machos e fêmeas. 

Para análise histológica, foi identificado um acúmulo significativo de gordura no 

grupo OB em comparação ao grupo CTL tanto em camundongos machos quanto fêmeas. 

Em contraste, TRF e TRF+EXE levaram a uma redução significativa no acúmulo de 

gordura hepática em comparação ao grupo OB em ambos os sexos (Fig. 5A e E). Esses 

achados estão alinhados com o escore DHEM, colesterol hepático e triglicerídeos (TG), 

que estavam elevados no grupo OB em comparação ao grupo CTL. No entanto, TRF e 

TRF+EXE reduziram efetivamente o escore DHEM, o colesterol hepático e os níveis de 

TG em relação ao grupo OB em ambos os sexos. Além disso, o TRF + EXE foi mais eficaz 

que o TRF sozinho na redução dos níveis de TG no fígado, 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 exercício aeróbico melhoram o acúmulo de gordura hepática 

em camundongos machos e fêmeas. A e F, coloração H&E e ORO do fígado. B e F, escore da DHEM (n=6). 

C e G, colesterol hepático (n=6). D e H, triglicerídeo hepático (n=6). As barras representam a média e o erro 

padrão. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.  
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TRA e TRA combinado com exercício aeróbico alteram a expressão de genes 

lipogênicos e inflamatórios e a expressão de proteínas lipogênicas no fígado de 

camundongos machos e fêmeas. 

Em nível molecular, a expressão gênica de genes lipogênicos (Fasn, Srebp1, 

Cd36 e Fatp4) e genes inflamatórios (Nfkb, Tnfα, Tlr4 e Il1β) foi realizada. A expressão 

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, 

Srebp1 demonstrou ser maior no grupo OB de ambos os sexos, e desta vez TRA e 

TRA+EXE demonstraram uma redução importante desse marcador lipogênico em 

machos e fêmeas. A expressão de Cd36 mostrou um aumento maior no grupo OB 

quando comparado ao CTL, mas apenas em camundongos machos TRA e TRA+EXE 

demonstraram uma redução em comparação ao CTL. Em relação à expressão de Fatp4, 

não foram identificadas diferenças em ambos os grupos OB em comparação ao CTL. 

Novamente, TRA e TRA+EXE foram eficientes para reduzir sua expressão quando 

comparados ao OB em camundongos machos, mas não em fêmeas. Além disso, 

TRA+EXE demonstrou ser mais eficiente em comparação ao TRA isolado em 

camundongos machos. Curiosamente, TRA mostrou um aumento da expressão de Fatp4 

em relação ao grupo OB em camundongos fêmeas, mas o grupo TRA+EXE foi protegido 

desse efeito (Fig. 6A e G). 

Para os marcadores inflamatórios, Nfkb mostrou um aumento no grupo OB quando 

comparado ao CTL apenas em camundongos fêmeas. Por outro lado, foi regulado 

negativamente nos grupos TRA e TRA+EXE em relação ao OB exclusivamente em 

machos. Ambos os grupos OB demonstraram níveis mais altos de Tnfα quando 

comparados ao controle, mas TRA e TRA+EXE demonstraram níveis mais baixos 

apenas em camundongos machos. A expressão de Tlr4 foi maior no fígado do grupo OB 

de camundongos machos, e TRA foi eficiente para reduzir sua expressão em machos e 

fêmeas. No entanto, TRA+EXE foi eficiente para reduzir sua expressão em camundongos 

machos. A expressão de Il1β foi elevada nos camundongos machos OB em relação ao 

CTL, mas TRA em ambos os sexos foi uma estratégia eficiente para diminuir seus níveis. 

No entanto, TRA+EXE demonstrou ser eficiente apenas em camundongos machos 

quando comparado ao OB (Fig. 6D e J). 

Para confirmar esses parâmetros, realizamos a técnica de Western blot para 

avaliar a expressão de proteína de um marcador lipogênico, FAS. Assim, foi identificado 

que o conteúdo de FAS estava elevado no grupo OB de ambos os sexos quando 

comparado ao CTL. Embora, TRA tenha mostrado ser eficaz para reduzir seu conteúdo 
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em ambos os machos e fêmeas. Curiosamente, TRA+EXE foi uma estratégia potente 

para reduzir o conteúdo de FAS apenas em camundongos machos (Fig. 6B, C, E, F, H, 

I, K, L). 

Esses dados corroboram com os painéis de histologia, nos quais os camundongos 

machos mostraram uma maior redução de gordura nos grupos TRA e TRA+EXE 

observada nas colorações H&E e Oil Red em comparação às fêmeas. Esse efeito pode 

ser explicado pela maior redução da expressão de genes lipogênicos e inflamatórios e 

da expressão de proteínas lipogênicas através das intervenções TRA e TRA combinadas 

com exercício aeróbico em camundongos machos quando comparados às fêmeas. 

Assim, apresentando adaptações diferentes entre os sexos. 
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Figura 6. A TRA e a TRA combinada com exercício aeróbico melhoram o metabolismo lipídico hepático 

e a inflamação em camundongos machos e fêmeas. A, G, Genes lipogênicos no tecido hepático (n=6). B, 

C, E, F, H, I, K, L, Conteúdo total de proteína FAS nos no tecido hepático 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 inflamação no tecido hepático (n=6). As barras 

representam a média e o erro padrão. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.  

 
TRA combinado com exercício aeróbico melhora o RER apenas em camundongos 

machos. 

Na sétima semana do protocolo de tratamento, os camundongos foram colocados 

em gaiolas metabólicas para avaliação de VO2, CO2 e RER. De acordo com os dados, 

nenhuma diferença foi observada no gráfico de VO2 para tanto machos quanto fêmeas 
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(Fig. 7A-D). Para a análise de CO2, foi identificada uma redução da produção no grupo 

OB em comparação ao CTL em ambos os ciclos, mas um aumento na intervenção 

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

camundongos fêmeas, apenas foi identificada uma redução da produção de CO2 no 

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

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

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

ciclo claro de camundongos machos, mas nas fêmeas essa diferença foi observada 

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

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

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

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

para reduzir o RER quando comparados ao grupo OB (Fig. 7I-L). 

 

Figura 7. Efeitos da TRA e TRA combinada com exercício aeróbico no consumo de oxigênio, produção 

de dióxido de carbono e razão de troca respiratória. A e C, consumo de VO2 por 24h (n=4). B e D, área 

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

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

K, área sob a curva da razão de troca respiratória durante o ciclo claro e escuro (n=4). As barras representam 

a média e o erro padrão. * 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. 

Após 8 semanas de indução à obesidade, foi identificado houve um aumento do 

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

dieta ocidental em comparação ao CTL. Porém, observou-se uma redução significativa 

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

o grupo OB  apresentou um maior conteúdo de gordura visceral e gordura total em 

comparação ao CTL. Já o TRA e TRA+SR9009 foram eficientes para reduzir a gordura 

visceral e consequentemente a gordura total (Fig. 8D e E).  

 

 

Figura 8. Tempo de restrição alimentar (TRA) e TRA combinado com SR9009 reduzem o ganho de peso 

e melhoram a composição corporal em camundongos machos. A, peso corporal (n=6). B, evolução do 

peso (n=6). C, Índice de Lee (n=6). D, tecido adiposo visceral (n=6). E, peso das gorduras (n=3). As barras 

representam a média e o erro padrão. * 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. 
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TRA combinado com SR9009 é mais eficiente do que TRA isolado para controle da 

homeostase glicêmica e sensibilidade à insulina. 

Na 6ª semana do tratamento da obesidade, GTT e ITT foram realizados para verificar 

a homeostase glicêmica. No teste GTT, o grupo OB demonstrou um aumento significativo 

na curva glicêmica após a injeção de glicose em comparação ao CTL. O TRA e 

TRA+SR9009 demonstraram ser estratégias eficientes em manter a curva glicêmica mais 

baixa do que o grupo OB, assim como a área sobre a curva apresentou-se reduzida nestes 

grupos (Fig. 9A e B). Em relação à 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 

relação ao TRA isoladamente (Fig. 9C). Como esperado, no teste ITT, o grupo OB 

apresentou uma curva glicêmica mais elevada durante todo o teste  em relação CTL. Mesmo 

assim, TRA e TRA+SR9009 demonstraram níveis mais baixos na curva glicêmica em 

relação ao grupo OB e o TRA+SR9009 apresentando valores mais reduzidos em todo o 

teste em comparação ao grupo TRA, demonstrando uma melhora da sensibilidade à insulina 

do que o TRA isoladamente. Tais dados também estão de acordo com a pela área 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 glicêmica e marcadores 

lipídicos de camundongos machos. A, teste de tolerância à glicose (n=6). B, área sob a curva do GTT (n=6). 

C, glicose em jejum (n=6). D, teste de tolerância à insulina (n=6). E, área sob a curva do ITT (n=6). As barras 

representam a média e o erro padrão. * 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 acúmulo de gordura hepática e 

melhoram o metabolismo lipídico em camundongos machos. 

Em relação à análise histológica, a coloração de H&E foi realizada para avaliar o 

acúmulo de lipídios no tecido hepático. De acordo com a microscopia realizada, o grupo 

OB demonstrou um grande acúmulo de gordura quando comparado ao grupo CTL. 

Porém, tanto o TRA quanto o TRA+SR9009 foram eficientes em reduzir este acúmulo de 

gordura hepático quando comparados ao grupo OB (Fig. 10A). O acúmulo de gordura 

excessivo no grupo OB também resultou em alterações moleculares. Como identificado 

nos genes lipogênicos Srebp1 e Fatp4, o grupo OB apresentou uma elevada expressão 

dos mesmos, no entanto, as estratégias de TRA e TRA+SR9009 foram eficientes em 
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reduzir a expressão de tais genes (Fig.10B). Além do mais, os marcadores bioquímicos 

de colesterol e NEFA séricos apresentaram um aumento no grupo OB mas uma redução 

importante dos valores nos grupos TRA e TRA+SR9009. Em adição, o TRA+SR9009 foi 

mais eficiente em reduzir os valores de colesterol sérico em comparação ao grupo TRA.  

  

 
Figura 10. A TRA e a TRA combinado com SR9009 melhoram o acúmulo de gordura hepática em 

camundongos machos. A, coloração H&E no tecido hepático. B, genes lipogênicos no tecido hepático (n=6). 

C, colesterol sérico (n=6). D, NEFA sérico (n=6). As barras representam a média e o erro padrão. * 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 à uma dieta ocidental. 

Na sétima semana do protocolo de tratamento, os camundongos foram colocados 

em gaiolas metabólicas para avaliação de VO2, CO2 e RER. No gráfico de VO2 foi 

observado uma redução no grupo OB em relação ao CTL em ambos os ciclos (Fig. 11A 

e B). Para a análise de CO2, também foi identificada uma redução da produção no grupo 

OB em comparação ao CTL em ambos os ciclos, porém um aumento no grupo 

TRA+SR9009 em relação ao OB no ciclo claro em (Fig. 11C e D). Já em relação ao RER, 

novamente foi observado uma redução 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 concordância a estes dados, o gráfico total do RER também 

demonstra valores reduzidos no grupo OB e um aumento nos grupos TRA e 

TRA+SR9009. Todavia, sem nenhuma diferença significativa entre os grupos TRA e 
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TRA+SR9009. 

 

 
Figura 11. Efeitos do TRA e TRA combinado com SR9009 no consumo de oxigênio, produção de dióxido 

de carbono e razão de troca respiratória. A, consumo de VO2 por 24h (n=4). B, área sob a curva de VO2 

durante o ciclo claro e escuro (n=4). C, produção de VCO2 por 24h (n=4). D, área sob a curva de VCO2 durante 

o ciclo claro e escuro (n=4). E, razão de troca respiratória por 24h (n=4). F, área sob a curva da razão de troca 

respiratória durante o ciclo claro e escuro (n=4). G, área sobre a curva total da razão de troca respiratória. As 

barras representam a média e o erro padrão. * 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 Discussão 

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

combinado com exercício aeróbico ou agonista da Rev-erbα na fase clara de camundongos 
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machos e fêmeas alimentados com uma dieta ocidental e seus resultados dependentes do 

sexo. É bem conhecido os efeitos negativos de um regime nutricional composto por uma 

dieta rica em gorduras saturadas e também rica em açúcares no metabolismo e no 

desenvolvimento de obesidade, diabetes tipo 2 e DHEM (89,90). Além disso, não apenas os 

aspectos quantitativos e qualitativos da dieta são importantes, mas também o momento da 

alimentação tem uma influência significativa no 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 alimentação no 

momento errado pode potencializar os efeitos negativos de uma dieta rica em gorduras e 

colaborar para o desenvolvimento da obesidade e suas doenças associadas. Isso ocorre 

devido a uma desregulação circadiana, na qual o padrão de alimentação contribui para um 

desalinhamento do principal relógio central, levando a vários resultados metabólicos 

negativos (26,95). Em humanos, foi identificado um aumento no risco de doença coronariana 

em mulheres que estavam sujeitas a trabalhos noturnos (93). 

Assim, abordagens farmacológicas e não farmacológicas, como terapias nutricionais, 

exercício físico e tratamentos que envolvam a modulação de genes e proteínas do ciclo 

circadiano são estratégias potenciais para regular o tempo de alimentação e o balanço 

calórico. O jejum tem se mostrado uma estratégia eficaz para reduzir câncer e obesidade 

em roedores, ao mesmo tempo, estudos em humanos mostram que o jejum é uma estratégia 

potencial para reduzir hipertensão e obesidade (96). O TRA de 10 horas demonstrou ser 

eficiente para proteger camundongos que carecem de um relógio circadiano submetidos a 

uma dieta rica em gorduras contra ganho de peso, intolerância à glicose e resistência à 

insulina (90). Demonstrando os potenciais efeitos do TRA para prevenir a obesidade em 

uma condição de desregulação circadiana. No fígado, o TRA demonstrou regular a 

gluconeogênese e a produção de colesterol e bile (97).  

Um estudo anterior do nosso laboratório identificou os grandes benefícios de 

combinar TRA e exercício aeróbio em camundongos machos suíços. Camundongos 

submetidos a um TRA de 8 horas na fase escura e combinado com exercício aeróbico 

mostraram uma melhora no peso corporal, na acumulação de gordura hepática, na oxidação 

de ácidos graxos e na redução da lipogênese. Além disso, a via de sinalização da insulina 

foi resgatada no grupo combinado de TRA com exercício aeróbico quando comparado ao 
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TRA. Além disso, o TRA não comprometeu o desempenho do exercício aeróbico (17). 

Semelhante aos nossos resultados, tanto camundongos machos quanto fêmeas mostraram 

uma melhoria no desempenho após 8 semanas de exercício aeróbico, mesmo em 

combinação com o TRA. Assim, foi identificada uma diferença estatística nas últimas 

sessões entre os sexos, em que os machos apresentaram uma maior velocidade de 

exaustão e potência do que as fêmeas. Os homens são comumente mais fortes, potentes e 

rápidos do que as mulheres quando comparados na mesma idade devido às suas 

características específicas de sexo do metabolismo endógeno. Dessa forma, apresentando 

um desempenho superior em comparação com as mulheres (98). Outro estudo de Chaix, 

2021, identificou os benefícios de 9 horas de TRA de maneira dependente do sexo em 

camundongos C57BL/6J machos e fêmeas. Tanto camundongos machos quanto fêmeas 

foram protegidos contra a intolerância à glicose e a acumulação de gordura hepática, mas 

apenas os machos mostraram redução de peso corporal, apesar de não haver diferenças 

no consumo calórico 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 redução no peso corporal e no 

ganho de peso apenas em machos, enquanto em fêmeas o TRA impediu o ganho de peso. 

Além disso, o TRA combinado com exercício aeróbico mostrou um efeito adicional em 

machos em comparação com camundongos submetidos apenas a TRA. Ao contrário do 

estudo de Chaix, 2019, os grupos TRA e TRA+EXE apresentaram uma redução significativa 

na ingestão alimentar acumulativa independentemente do sexo (28). Além disso, o consumo 

calórico do TRA+EXE foi menor do que o do grupo TRA apenas em camundongos machos. 

Esses dados podem explicar a redução de peso nesses grupos. Além disso, essa diferença 

calórica pode ser justificada pelo fato de que os camundongos foram alimentados no ciclo 

invertido.  

Em relação ao metabolismo da glicose e marcadores lipídicos, ambos os sexos 

demonstraram uma melhora nos marcadores. No entanto, para a sensibilidade à insulina, 

apenas os machos demonstraram uma melhora neste marcador. É importante mencionar 

que os camundongos fêmeas não mostraram melhora no teste ITT porque talvez não 

desenvolvessem resistência à insulina devido ao menor ganho de peso em comparação aos 

machos. Outro marcador que deve ser considerado é a glicose em jejum; embora o grupo 

OB tenha mostrado um aumento estatisticamente significativo em relação ao CTL em 

fêmeas, os valores são consideravelmente mais baixos do que em machos. Possivelmente 

indicando que a dieta ocidental por 8 semanas não foi suficiente para desenvolver 

resistência à insulina em camundongos fêmeas. Como alguns dados mostram, as fêmeas 
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têm uma proteção contra o desenvolvimento de resistência à insulina em comparação aos 

machos. Esse fato também ocorre porque as fêmeas apresentam uma deposição de gordura 

subcutânea, enquanto os machos têm mais acúmulo de gordura intra-abdominal, o que 

aumenta o risco cardiometabólico e o desenvolvimento de diabetes tipo 2. Essa proteção 

também é explicada pela maior sensibilidade à insulina na gordura e no músculo das 

mulheres em comparação com os homens, e em camundongos foi demonstrado um maior 

conteúdo e ativação de proteínas relacionadas ao metabolismo da captação de glicose nas 

fêmeas em comparação aos machos (99). Da mesma forma, o estrogênio desempenha um 

papel importante na homeostase do metabolismo, na qual o declínio causado pela 

menopausa pode diminuir esse efeito protetor (100,101). Este efeito também é observado 

no fígado, onde a prevalência de DHEM em homens é maior do que em mulheres da mesma 

idade, mas as mulheres no período pós-menopausa perdem o efeito protetor do estrogênio, 

apresentando o mesmo risco de DHEM que os homens (102).  

No metabolismo hepático, foi claro que o TRA foi eficiente para reduzir a acumulação 

de gordura independentemente do sexo. E quando administrado em combinação com 

exercício aeróbico, foi ainda mais eficaz para reduzir a acumulação de gordura hepática. 

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 redução importante da esteatose hepática e da inflamação (103). Resultados 

semelhantes são encontrados em nossos dados, como mostrado no escore DHEM, em que 

foi identificada uma redução da esteatose e inflamação, resultando em uma diminuição da 

atividade DHEM nos grupos TRA e TRA+EXE em machos. Para fêmeas, apenas a análise 

da esteatose é menor nos grupos TRA e TRA+EXE, mas ainda assim a atividade DHEM é 

diminuída nesses grupos quando comparados ao grupo OB. Outro estudo de nosso 

laboratório também demonstrou uma redução da acumulação de gordura através de Oil Red 

e do escore DHEM em camundongos machos suíços submetidos a TRA e TRA combinado 

com exercício de resistência por 8 semanas (104). Associado aos nossos dados, o TRA 

indica ser efetivo para reduzir ou prevenir a acumulação de gordura hepática, TG hepáticos 

e marcadores lipídicos no soro de camundongos submetidos a uma dieta ocidental ou dieta 

rica em gorduras, mas quando combinado com exercício, esses marcadores apresentaram 

uma redução 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 combinação de TRA com 

exercício. 
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Complementar aos nossos dados, Freire, 2020, demonstrou adaptações diferentes 

entre os sexos na composição corporal e no metabolismo hepático de camundongos 

C57BL/6J machos e fêmeas que foram submetidos a 6 horas de acesso à comida na fase 

ativa por quatro semanas. Os pesquisadores encontraram uma clara diferença na deposição 

de gordura no fígado dos camundongos, onde as fêmeas apresentaram níveis mais altos de 

conteúdo de triglicerídeos 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 deposição de gordura tanto para machos quanto para fêmeas 

(26). Assim, parece que o tratamento com TRA, e também o TRA combinado com exercício 

aeróbico, foi mais eficaz em camundongos machos do que em fêmeas, como observado nas 

colorações H&E e Oil Red. Além disso, o colesterol hepático e TG apresentaram níve is 

ligeiramente mais baixos do que os dos camundongos fêmeas. Adicionalmente, apenas em 

machos foi identificado um efeito complementar do exercício aeróbico quando em 

combinação com TRA nos TG hepáticos.  

Consistente com dados anteriores, marcadores lipogênicos e inflamatórios foram 

avaliados. Foi constatado que os genes lipogênicos (Fasn, Srebp1, Cd36) estavam elevados 

em ambos os sexos no grupo OB, confirmado pelo aumento dos níveis de proteína FAS em 

comparação aos controles. Os marcadores de inflamação mostraram que camundongos 

machos OB tinham níveis elevados de Tnfα, Tlr4 e Il1β, enquanto as fêmeas apresentavam 

apenas níveis aumentados de Nfkb e Tnfα. Camundongos alimentados com uma dieta 

ocidental e rica em gorduras demonstraram uma regulação positiva nos marcadores 

lipogênicos e inflamatórios (103). Além disso, a alimentação em curto prazo no ciclo invertido 

(luzes acesas) mostrou piorar os efeitos da obesidade e aumentar os marcadores 

lipogênicos no fígado de camundongos alimentados com uma dieta ocidental por 1 semana 

em comparação a camundongos alimentados no momento certo (luzes apagadas) (105). O 

jejum restrito no tempo (TRA), tanto isoladamente quanto combinado com exercício 

aeróbico, regulou negativamente os marcadores lipogênicos nos camundongos machos, 

mas foi menos eficaz nas fêmeas, onde apenas Srebp1 diminuiu. Curiosamente, o grupo 

TRA+EXE apresentou uma regulação negativa de Fatp4 quando comparado ao TRA 

isolado, independentemente do sexo. O TRA reduziu significativamente os níveis de proteína 

FAS em comparação ao grupo OB, sem diferença notável nas fêmeas quando combinado 

com exercício aeróbico. Os marcadores inflamatórios também mostraram expressão 

reduzida com TRA e TRA combinado com exercício aeróbico em camundongos machos, 

enquanto as fêmeas apresentaram apenas uma diminuição em Tlr4 e Il1β com TRA. O TRA 

demonstrou ser uma estratégia eficiente para restaurar o metabolismo lipídico hepático por 
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meio da regulação negativa do gene lipogênico Fasn (106). De modo geral, o TRA emergiu 

como uma abordagem eficaz para restaurar o metabolismo lipídico hepático, regulando 

negativamente o Fasn, embora seus efeitos variam de acordo com o sexo. Além disso, é 

válido mencionar a expressão gênica lipogênica semelhante, mas também a expressão 

gênica distinta da inflamação entre homens e mulheres. Este fato poderia ser explicado 

pelos efeitos androgênicos do estrogênio, que protegiam as mulheres do desenvolvimento 

de inflamação hepática (102,107). Este efeito também foi observado em camundongos 

machos e fêmeas alimentados com uma dieta rica em frutose, onde ambos os sexos 

apresentaram acúmulo semelhante de gordura hepática, mas a inflamação foi menor nas 

fêmeas (108). 

Além de não ter sido identificada diferença no gráfico de VO2, no VCO2 foi 

identificada uma redução estatística no grupo OB em ambas as fases clara e escura, 

acompanhada por um aumento na produção de VCO2 apenas no grupo TRA+EXE de 

camundongos machos na fase clara. Nas camundongas, uma redução da produção de 

VCO2 do grupo TRA foi observada apenas na fase escura. Para o RER, o grupo OB mostrou 

uma redução desse parâmetro para machos e fêmeas em ambas as fases. Além disso, TRA 

e TRA+EXE apresentaram um aumento na fase clara para machos, embora para fêmeas 

apenas TRA+EXE tenha apresentado aumento, o que faz sentido devido ao momento da 

alimentação na fase clara. Além disso, o TRA+EXE demonstrou um efeito complementar 

para reduzir o valor de RER em relação ao TRA para camundongos machos. Na fase escura, 

apenas o TRA+EXE demonstrou uma redução, novamente sendo menor que o TRA em 

camundongos machos, enquanto em fêmeas tanto TRA quanto TRA+EXE exibiram valores 

diminuídos. Esses dados estão de acordo com estudos anteriores (18,109,110), onde, no 

estado de jejum, a utilização de gordura é mais pronunciada, o que se alinha com a fase 

escura, mas apenas em camundongos fêmeas foi observado esse maior efeito do TRA, 

enquanto em machos apenas o grupo TRA+EXE mostrou esse resultado, possivelmente 

devido às adaptações do exercício aeróbico.   

Como demonstrado por Chaix e colaboradores, o TRA demonstra ter uma atuação 

direta na regulação do ciclo circadiano, prevenindo o desenvolvimento à obesidade e 

síndrome metabólica em camundongos com deleção global de Cry1 e Cry2 e também 

camundongos knock-out (KO) específico da Rev-erbα e Bmal1 no tecido hepático (16). Em 

adição, o TRA foi eficiente em aumentar a expressão de Rev-erbα que tem por sua função 

regular negativamente a via da lipogênese hepática (19). Além disso, o KO da proteína Rev-

erbα em hepatócitos levou a um metabolismo alterado de colesterol e lipídios em 

camundongos submetidos a uma indução à obesidade (111). Assim, demonstrando a grande 
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importância que a proteína Rev-erbα tem sobre a regulação do metabolismo e em especial 

o metabolismo hepático e os efeitos do TRA sobre a modulação da Rev-erbα. 

Em relação aos camundongos machos submetidos ao TRA e TRA+SR9009, foi 

identificado uma redução importante do peso e ganho de peso em relação ao grupo OB, 

porém sem nenhuma diferença significativa entre os grupos TRA e TRA+SR9009. No 

entanto, a adiposidade mostrou-se aumentada no grupo OB, porém foi visto que os grupos 

TRA e TRA+SR9009 apresentaram uma redução da adiposidade visceral quando 

comparados ao grupo OB. Somado a isso, o TRA quando combinado com a administração 

do SR9009 demonstrou ser mais eficiente em reduzir o acúmulo de gordura visceral do que 

o TRA isoladamente. Isto pode ser explicado pela efetiva ativação farmacológica da proteína 

Rev-erbα que causou em uma regulação negativa da lipogênese, resultando em um menor 

acúmulo de gordura visceral, como demonstram alguns estudos (30,112). 

Sobre a homeostase glicêmica e sensibilidade á insulina, o grupo OB apresentou uma 

maior curva glicêmica no teste de GTT, iTT, área sobre a curva e também glicose de jejum. 

O TRA e o TRA+SR9009 foram eficientes em reduzir todos estes parâmetros em relação ao 

grupo OB, demonstrando a efetiviade destas estratégias em recuperar a homeostase 

glicêmica e sensibilidade a insulina mesmo quando a alimentação dos animais foi realizada 

na fase inativa. Em adição, o TRA+SR9009 novamente demonstrou ser mais eficaz do que 

o TRA isoladamente, apresentando valores reduzidos em todos os testes, demonstrando 

que a combinação do TRA com o tratamento farmacológico do agonista da Rev-erbα 

resultou em um efeito adicional. Tal fato pode ser explicado devido a eficiência da atividade 

farmacológica pelo SR9009 no metabolismo da glicose (30,31). Um estudo muito importante 

demonstrou a capacidade regulatória da proteína Rev-erbα sobre a sensibilidade à insulina 

hepática (113). Estes dados podem justificar a melhor regulação da glicose de jejum e 

principalmente o resultado no teste ITT, indicando melhor sensibilidade a insulina quando 

comparado ao TRA isolado. 

Sobre o acúmulo de gordura hepático, foi visto que os animais do grupo OB 

apresentaram um acúmulo de gordura elevado em relação ao CTL. Porém  os camundongos 

submetidos ao TRA e o TRA tratamento do SR9009 apresentaram uma redução importante 

do conteúdo de gordura hepática quando comparado ao grupo OB, sendo também eficiente 

na redução do NEFA sérico. Porém foi identificado um efeito complementar do SR+9009 

quando somado ao TRA somente no colesterol sérico. Estes resultados estão de acordo 

com alguns estudos que demonstraram redução do acúmulo de gordura hepática em 

camundongos submetidos ao tratamento com o SR9009 e também uma melhora da saúde 

do tecido hepático (82,114). Em adição, outros trabalhos demonstraram uma redução do 
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colesterol sérico com o tratamento do agonista da Rev-erbα (30,31). No entanto, ainda não 

foi visto na literatura a combinação do TRA e a administração do SR9009, tornando os 

achados neste trabalho inovadores. Em concordância com os dados de histologia, a análise 

de expressão gênica da via da lipogênese demonstram que o grupo OB apresentou uma 

expressão elevada dos genes Srebp1 e Fatp4 em comparação ao CTL. Já os grupos TRA 

e TRA+SR9009 mostraram ser eficientemente iguais para a redução da expressão destes 

genes. Alguns trabalhos demonstram a participação importante que a proteína Rev-erbα e 

a sua ativação através de um agonista possuem sobre regulação da lipogênese hepática, 

principalmente regulando o gene Srebp1 (82,115). Porém nenhum efeito adicional da 

administração do SR9009 foi vista em combinação ao TRA. 

Já em relação ao RER analisado pela respirometria, o grupo obeso demonstrou uma 

redução dos valores do RER em relação ao CTL, causado pela dieta. E as estratégias de 

TRA e TRA+SR9009 mostraram um aumento dos valores de RER em comparação ao OB. 

Contudo, o grupo TRA+SR9009 demonstrou uma tendência a aumentar os valores de RER 

em relação ao TRA isolado. Isto pode ser explicado pelo efeito da aplicação do agonista da 

Rev-erbα no metabolismo da glicose, onde há uma elevação da oxidação de glicose e maior 

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

 

7 Conclusão 

O presente estudo demonstrou que tratamento à 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 glicêmica, sensibilidade à insulina, acúmulo de 

gordura hepático e redução da expressão de genes lipogênicos e inflamatórios no fígado de 

camundongos submetidos a uma dieta ocidental por 8 semanas. No entanto, quando 

combinado com o exercício aeróbio foram identificados efeitos adicionais na regulação do 

TG hepático e RER para os machos, já as fêmeas demonstraram um melhor controle do 

colesterol sérico, juntamente com a redução da expressão do gene Fatp4 para ambos os 

sexos. Além disso, o desempenho do exercício aeróbico melhorou para ambos os sexos, 

com machos mostrando resultados superiores. Diferenças nas respostas metabólicas 

relacionadas à homeostase glicêmica, como glicose em jejum e testes de tolerância à 

glicose, foram notadas entre os sexos. Os achados ressaltam a necessidade de mais 

estudos para explorar esses efeitos em machos e fêmeas. Já em relação ao tratamento com 

o agonista da Rev-erbα, foi visto que a combinação do mesmo com o TRA resultou em 

melhoras adicionais nos parâmetros de homeostase glicêmica, glicose de jejum, 

sensibilidade à insulina e colesterol sérico. Desta forma trazendo dados inovadores para a 
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literatura sobre a combinação do TRA com o tratamento farmacológico do agonista da Rev-

erbα. 

 

Figura 12. Resumo em gráfico. A, indução à obesidade. Danos metabólicos gerados pela dieta ocidental nas 

primeiras 8 semanas do experimento em camundongos machos e fêmeas. B, tratamento à obesidade. 

Benefícios gerados pela adoção do TRA, TRA+EXE e TRA+SR9009 (machos), e TRA e TRA+EXE (fêmeas) 

durante 8 semanas. 
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