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VIEIRA, Renan Fudoli Lins. Titulo: Efeitos do jejum intermitente e do exercicio fisico
sobre a adiposidade corporal e alterag6es metabdlicas de camundongos. 2020. n°f.
Trabalho de Concluséo de Curso Graduacdo em Ciéncias do Esporte — Faculdade
de Ciéncias Aplicadas. Universidade Estadual de Campinas. Limeira, 2020.

RESUMO

Algumas das intervenc¢fes adotadas para o combate a obesidade séo o jejum
intermitente (JI) e o exercicio fisico, estratégias que demonstram ser eficazes na
prevencdo e no tratamento de disturbios metabdlicos. No entanto, os efeitos
sinérgicos e aditivos de uma intervencdo combinada de JI e exercicios aerébios no
metabolismo do figado ndo foram amplamente explorados. Assim, neste estudo,
realizamos JI (8 h) e JI combinado com treinamento fisico aerdbio (JI+Exe) e
avaliamos a homeostase glicémica e a expressdo de genes hepaticos envolvidos
na oxidacdo de acidos graxos, lipogénese e gliconeogénese em camundongos
induzidos a obesidade com uma dieta rica em gordura. Foi demonstrado que JI
isolado (comer apenas entre 22h e 6h) foi suficiente para reduzir o ganho de peso
e adiposidade e diminuir os genes de lipogénese no figado. No entanto, os
camundongos expostos ao Jl associado ao treinamento fisico aerébio apresentaram
adaptacdes adicionais como aumento dos genes de oxidacdo de &cidos graxos
(Ppara e Cptla), bem como reducdo da expressdo de genes hepaticos para
gliconeogénese (Fbpl, Pckl e Pgcla) e lipogénese (Srebplc e Cd36). Esses
resultados foram acompanhados por melhora da homeostase glicEmica no grupo
JI+Exe, que demonstrou melhora na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina.
Em concluséo, os resultados obtidos sugerem que o jejum intermitente aliado com
o treinamento fisico aerdbio € uma estratégia eficiente para mitigar os efeitos
nocivos do consumo de uma dieta rica em gordura na adiposidade corporal,
metabolismo hepético e homeostase glicEmica de camundongos Swiss jovens.

Palavras-chave: Jejum intermitente, Treinamento fisico aerdbio, Obesidade,
Metabolismo hepético.



VIEIRA, Renan Fudoli Lins. Effects of intermittent fasting and physical exercise on
body adiposity and metabolic changes in mice. 2020. n°f. Trabalho de Concluséo de
Curso Graduacao em Ciéncias do Esporte — Faculdade de Ciéncias Aplicadas.
Universidade Estadual de Campinas. Limeira, 2020.

ABSTRACT

One of the interventions adopted to combat obesity is intermittent fasting (IF) or
physical exercise, which has been shown efficient in the prevention and treatment
of metabolic disorders. However, the synergistic and additive effects of a combined
intervention of JI and aerobic exercise on liver metabolism have not been explored.
Thus, in this study, we performed JI (8 h) and JI combined with aerobic exercise
training (JI+Exe) and assessment of glycemic homeostasis and the expression of
liver genes involved in fatty acid oxidation, lipogenesis, and gluconeogenesis in mice
induced by obesity with a high fat diet. It has been shown that JI alone (eating only
between 10 pm and 6 am) was sufficient to reduce weight and adiposity gain, and
decrease lipogenesis genes in the liver. However, mice exposed to Jl associated
with aerobic exercise training showed additional adaptations such as increased fatty
acid oxidation genes (Ppara and Cptla), as well as reduced expression of hepatic
genes for gluconeogenesis (Fbpl, Pckl, and Pgcla) and lipogenesis (Srebplc and
Cd36). These results were accompanied by increased in glycemic homeostasis in
the JI+Exe group, which improves glucose tolerance and insulin sensitivity. In
conclusion, our results obtained suggest that intermittent fasting combined with
aerobic physical training is an efficient strategy to mitigate the harmful effects of
consuming a high-fat diet on body adiposity, liver metabolism and glycemic
homeostasis in young Swiss mice.

Keywords: Intermittent fasting, Aerobic exercise training, Obesity, Liver
metabolism.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é um grave problema de saude publica em todo o mundo, que
causa impacto econdmico e social significativo, e consequente aumento da
morbidade e mortalidade (Gregg and Shaw, 2017). O sedentarismo, aumento da
ingestdo calérica e qualidade nutricional reduzida, bem como fatores
comportamentais sdo o0s principais fatores de risco modificaveis para o
desenvolvimento e agravamento da obesidade (Kushner, 2018; Li et al., 2018).
Estudos tém demonstrado que uma dieta rica em gordura afeta negativamente a
salude metabdlica, causando alteracBes no perfil lipidico e inflamatério, com
consequente prejuizo na homeostase da glicose (Brunetta et al., 2020). Além disso,
as flutuacdes nos periodos de jejum/alimentacao tém um impacto crucial na saude
metabdlica (Obert et al., 2017). Em condi¢cdes normais, 0s roedores consomem
alimentos principalmente em sua fase ativa, que é noturna e alteracdes nos padrdes
de alimentac&o e horéarios das refeicdes foram associadas a distarbios do ritmo
circadiano, aumento do peso corporal e disturbios metabdlicos (Zarrinpar et al.,
2016).

O jejum intermitente (JI) por outro lado, vem sendo estudado a fim de
identificar uma potencial estratégia contra a obesidade. Anteriormente, verificou-se
que o JI protege roedores obesos induzidos por uma dieta hiperlipidica de um
aumento na adiposidade corporal e distlrbios metabdlicos (Chaix et al., 2014; Hatori
et al., 2012; Regmi et al., 2020). Esses estudos mostram que o JI esta associado
com reducdo da massa corporal, glicemia e insulinemia e melhora no perfil lipidico
de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica que tiveram ingestao
alimentar similar a roedores alimentados ad libitum (Aouichat et al., 2020; Chaix et
al., 2014; Hatori et al., 2012; Martinez-Lopez et al., 2017; Regmi et al., 2020;
Sherman et al., 2012). Assim, mudancas relevantes no metabolismo de animais
alimentados com dieta rica em gordura expostos ao JI. Considerando que a adogao
do JI por periodos prolongados (acima de 16 horas) ndo € uma tarefa facil para
muitas pessoas, estratégias adicionais podem ser necessarias para manter a saude
metabdlica. Além disso, o aumento do peso corporal também foi associado a
reducdo da atividade fisica espontanea, comprometendo ainda mais o metabolismo
de lipidios e carboidratos em roedores obesos (Hatori et al., 2012; Kohsaka et al.,
2007). Portanto, talvez prevenir o ganho de peso quando houver exposicdo a uma

dieta hiperlipidica seja uma estratégia necessaria para preservar o nivel de atividade
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fisica. Dessa forma, o exercicio fisico associado a uma intervencdo com Jl pode
efetivamente proteger o animal da obesidade.

O Jl e o exercicio aerébio (EA) tém sido usados como intervengdes ndo
farmacoldgicas para prevenir ou tratar disturbios relacionados a obesidade (ou seja,
resisténcia a insulina, hiperglicemia, acumulo de gordura hepética, entre outros) (De
Cabo et al., 2014; Lustig et al., 2020). Quanto ao EA, estudos mostram que ele pode
ser eficiente na supressao do programa gliconeogénico em roedores obesos, com
efeitos relevantes na capacidade oxidativa e na melhora do desempenho (Marinho
et al., 2012; Marosi et al., 2018). Porém, o proprio EA, sem ajustes nutricionais e
restricdo caldrica, ndo tem sido eficiente na reducédo da gordura e do peso corporal
(Ghanemi et al., 2020; Obert et al., 2017).

Neste trabalho, nossa hipotese é que o JI combinado com o treinamento
aerobio pode ser uma estratégia benéfica, com efeitos positivos contra a obesidade
e disturbios metabdlicos associados ao consumo de dieta hiperlipidica. Portanto,
este estudo teve como objetivo investigar o impacto do JI de 16 horas durante a
fase ativa combinado com EA na homeostase glicémica e nos marcadores
moleculares relacionados oxidacao de acidos graxos, lipogénese e gliconeogénese

no figado de camundongos Swiss alimentados com dieta rica em gordura.

2 MATERIAS E METODOS
2.1 Caracterizagdo dos animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) machos, com 4
semanas de idade, provenientes do Biotério Central da Unicamp (CEMIB). Os
animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: Grupo Controle,
animais alimentados Ad Libitum com dieta comercial padrdo (CTL); Grupo obeso,
animais alimentados Ad Libitum com dieta hiperlipidica (OB); Grupo Obeso Jejum
intermitente, animais alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos a protocolo
de jejum intermitente (JI); Grupo Obeso Jejum Intermitente Exercitado, animais
alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos a protocolos de jejum intermitente
e de exercicio aerobio (JI+Exe). Durante o protocolo experimental, os animais foram
pesados e o0 consumo alimentar durante 24 horas também foi mensurado
semanalmente. Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo
com a legislacao brasileira sobre o uso cientifico de animais (lei no 11.794, de 8 de

outubro de 2008). Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissédo de
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Etica no uso de Animal (CEUA), do Instituto de Ciéncias Biologicas, da UNICAMP
— Campinas-SP (processo n°5185-1/2019).

2.2 Protocolo de jejum intermitente

Os animais dos grupos Jl e JI+Exe foram submetidos a um protocolo de jejum
intermitente, no qual os animais tinham acesso a dieta hiperlipidica das 22:00 horas
até as 06:00 horas (adaptado de Hatori et al., 2012). O acesso a racao foi realizado
com a transferéncia dos camundongos de gaiolas com livre acesso a comida e 4gua
para gaiolas com acesso apenas a agua. Assim, 0s animais tinham acesso a

alimentacéo por 8 horas e realizavam jejum de 16 horas diarias.

2.3 Teste de carga incremental

ApdOs a adaptacdo ao exercicio aerdbio em ergbmetro de corrida para
roedores por 5 dias com velocidade de 3m/min por 10 minutos, os animais do grupo
JI+Exe realizaram o teste de carga incremental. Os animais comegaram o teste com
velocidade inicial de corrida de 6 m/min, com incrementos de 3 m/min a cada 3
minutos até a exaustdo, definida quando os camundongos tocaram a extremidade
da esteira cinco vezes em 60 segundos. A velocidade de exaustao (VE) obtido no
teste de corrida em esteira foi utilizado para determinar a intensidade de 60% da VE
do exercicio aerdbio. O teste de carga incremental foi repetido mais duas vezes, ao
final da quarta e sétima semana do protocolo, para correcao da intensidade do

treinamento devido a melhora do desempenho. Ao final do protocolo de 10

semanas, o teste foi realizado novamente.

2.4 Protocolo de treinamento fisico aerdbio

O protocolo de treinamento fisico teve duracédo de 10 semanas e foi realizado
todos os dias da semana com intensidade de 60% da VE obtida no teste de carga
incremental apos o periodo de alimentacéo (portanto, com inicio as 6 horas da
manha). O volume do treinamento aumentou gradualmente durante o protocolo,
durante a primeira semana foram 30 minutos, na segunda semana o volume foi de
45 minutos e na terceira semana foram 60 minutos de treinamento, volume que foi

utilizado até o final da decima semana de treinamento.
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2.5 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Durante a nona semana do protocolo, apds 6 horas de jejum e 24 horas da
Ultima sesséo de exercicio fisico os animais realizaram o teste de tolerancia a
glicose (TTG). Os animais receberam via intraperitoneal (i.p.) uma solugéo de
glicose 50% (2 g/Kg de peso corporal), ha sequéncia, amostras de sangue foram
coletadas nos tempos 0 (antes da injecao de glicose), 30, 60 e 120 minutos, para
as dosagens da glicemia a partir da cauda dos animais. Em seguida, a area sob a

curva foi calculada em cada grupo experimental.

2.6 Teste de tolerancia ainsulina (TTI)

Na decima semana de experimentos, apos 6 horas de jejum e 24 horas da
Ultima sesséo de exercicio os animais realizaram o teste de tolerancia a insulina
(TTI). Para isso, os camundongos receberam injecdo intraperitoneal de insulina
recombinante humana (Humulin R) da Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA) na
concentracéo de 1,5 U/Kg de massa corporal. Amostras de sangue foram coletadas
nos tempos 0 (antes da injecéo de insulina), 10, 15, 20, 25 e 30 minutos a partir da
cauda dos animais para a determinacdo da glicemia. A area sob a curva foi

calculada em cada grupo experimental.

2.7 Eutanasia dos animais e coleta dos tecidos

Os camundongos receberam previamente aos procedimentos cirargicos e de
extracdo dos tecidos injecao intraperitoneal (i.p.) de ketamine chlorohydrate (50
mg/Kg; Ketalar; Parke-Davis, Ann Arbor, MI) e xylazine (20 mg/Kg; Rompun; Bayer,
Leverkusen), e foram eutanasiados por decapitacao. Os procedimentos de extracao
ocorreram apos 24 horas da Ultima sessdo de exercicio e 6 horas de jejum. Os
animais receberam estimulo de insulina (10UI/KQg) via intraperitoneal e 10 minutos
apos, mostras do tecido adiposo epididimal e figado foram retiradas e rapidamente
congeladas em nitrogénio e armazenadas em biofreezer a -80° C. O figado, tecido
adiposo epididimal, retroperitoneal e mesentérico foram pesados em balanca

analitica (Gehaka®, BK3000) e foi feita a comparacéo entre os grupos.

2.8 Extracdo de RNA e analise por RT-qPCR
O tecido hepético foi homogeneizado em 400 uL de Trizol (Life Technologies,

Rockville, MD) e o conteudo de RNA foi extraido de acordo com as instru¢des do
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fabricante. Um total de 2 pg de RNA foi usado para a sintese de cDNA usando Kits
de Transcricdo Reversa de cDNA de Alta Capacidade (Applied Biosystems®, Forest
City, CA). As amostras de cDNA foram submetidas a uma reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR) usando 300 ng de cDNA e 0,3
MM dos seguintes primers: Ppara, Cpt1a, Acsl1, Acsl4, Acsl5, Fatp4, Srebp1c, Fasn,
Cd36, Fbpl, G6pc, Pck, Pc, Pgcla e Gapdh para controle enddégeno sintetizados
pela Exxtend® (Paulinia, SP, Brasil) e iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-
Rad®, Hercules, CA, EUA). Os dados foram avaliados no software StepOne
(Applied Biosystems), calculando o AACt.

Tabela 1. Sequéncia de Primers.

Sequéncia de Primers

Forward Reverse
Ppara 5'- ACCACTACGGAGTTCACGCATG - 3' 5 - GAATCTTGCAGCTCCGATCACAC - 3
Cptla > - AAAGATCAATCGGACCCTAGACA 5'- CAGCGAGTAGCGCATAGTCA - 3'
Acsll 5' - ACACTTCCTTGAAGCGATGG - 3' 5 - GGCTCGACTGTATCTTGTGG - 3
Acsl4 5'- GCACCTTCGACTCAGATCAC - 3' 5'- CCAGGTTTGTCTGAAGTGGG - 3'
AcsI5 5'- CGCCCCCATCTCCACTCCAG - 3 3 > - GCTTCAAACACCCAACATCCCATTGC -
Fatp4 5'- GACTTCTCCAGCCGTTTCCACA - 3' 5'- CAAAGGACAGGATGCGGCTATTG - 3'
Fasn 5'- GAGGACACTCAAGTGGCTGA - 3' 5'- GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT -3
Srebplc 5'- GAGGACACTCAAGTGGCTGA - 3' 5'- GGGAAGTCACTGTCTTGGTTGTT - 3'
Cd36 5' - TGGAGCTGTTATTGGTGCAG - 3 5' - TGGGTTTTGCACATCAAAGA - 3'
Fbpl 5'- TGCTGAAGTCGTCCTACGCTAC - 3' 5'- TTCCGATGGACACAAGGCAGTC - 3
Gb6pc 5' - GCGCAGCAGGTGTATACTATG - 3' 5'- CGTTCAAACACCGGAATCCA -3
Pck 5'- AGAAGAAATACCTGGCCGCA - 3' 5'- CTTAAGTTGCCTTGGGCATCA - 3'
Pc 5 - AAGTTTGGTTGCGCGGAG - 3' 5'- TCAGCATCATTAGTGTTGTCAGC - 3'
Pgcla > - CAATCAAGCEACTACAGACACCE- 5'- CATCCCTCTTGAGCCTTTCGTG - 3'
Gapdh 5 - AACTTTGGCATTGTGGAAGG - 3' 5'- ACACATTGGGGGTAGGAACA -3

2.9 Estatisticas
Todos os resultados foram expressos como media = desvio padréo
(DP). Os dados que nao passaram no teste de normalidade foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn. O teste de
Shapiro-Wilk examinou a normalidade. Os dados que mostram normalidade

foram analisados usando o teste de ANOVA, seguido por post-hoc de
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Bonferroni. A significancia estatistica utilizada foi p <0,05. Os gréaficos foram
construidos usando GraphPad Prism 8.0®.

3 RESULTADOS

3.1 Jejum intermitente combinado ao exercicio aerobio atenua ganho de
peso nos camundongos

Observamos que a partir da 62 semana o grupo OB apresentava massa
corporal maior comparada aos grupos CTL, JI e JI+Exe (Figura 2 A). Além disso, a
partir da 62 semana também encontramos diferenca na massa corporal entre os
grupos JI e JI+Exe. Quanto a ingestédo alimentar, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos na ingestéo durante o periodo de 24 horas (Figura 2
B). Quando analisamos o peso das gorduras intraperitoneais (mesentérico,
epididimal e retroperitoneal), o peso das gorduras do grupo OB foi superior aos dos
grupos CTL e JI+Exe, além disso, na soma das gorduras, o grupo OB apresentou

um contetdo de gordura maior do que os grupos CTL, JI e JI+Exe (figura 2 C-D).
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Figura 1. Parametros fisiologicos. A. Curva de peso corporal durante 10

semanas. B. Ingestdo alimentar durante 24 horas. C. Peso do tecido adiposo
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intraperitoneal (Epididimal, Retroperitoneal e Mesentérica). D. Ganho total de
gordura intraperitoneal. As barras representam médias e DP dos grupos CTL, OB,
JI e JI+Exe (n = 5-6). A significancia estatistica utilizada foi p <0,05. a para 0 grupo
CTL versus OB; b para o grupo OB versus JlI; ¢ para o grupo OB versus JI+Exe; d

para o grupo Jl versus JI+Exe.

3.2 Jejum intermitente combinado ao exercicio aer6bio melhora a
homeostase glicémica

Durante as dez semanas de protocolo de JlI e EA realizamos os testes
fisiologicos de tolerancia a glicose e insulina. No teste de tolerancia a glicose, o
grupo OB apresentou prejuizo na tolerancia a glicose, com niveis glicémicos
superior com 30, 60 e 120 minutos comparado aos grupos CTL e Jl+Exe. Além
disso, o grupo JI+Exe teve niveis glicémicos melhores do que o grupo JI nos tempos
30 e 60 minutos do TTG (Figura 3 A-B). No teste de tolerancia a insulina o grupo
OB teve niveis glicémicos superior aos grupos CTL e JI+Exe em todos os pontos
de coleta indicando um prejuizo na sensibilidade a insulina. O protocolo de Jl aliado
a EA novamente mostrou se eficiente, inclusive em comparacdo com o grupo Jl,
com niveis glicémicos menores nos tempos de 15 e 20 minutos do TTI (Figura 3 C-
D).
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Figura 2. Testes fisioldgicos. A. Curva do teste de tolerancia a glicose. B. A area
sob a curva do teste de tolerancia a glicose. C. Curva do teste de tolerancia a
insulina. D. Area sob a curva do teste de tolerAncia a insulina. As barras
representam meédias e DP dos grupos CTL, OB, Jl e JI+Exe (n = 5-6). A significancia
estatistica utilizada foi p <0,05. a para o grupo CTL versus OB; b para o grupo OB

versus Jl; ¢ para o grupo OB versus JI+Exe; 4 para o grupo Jl versus JI+Exe.

3.3 Jejum intermitente e treinamento aerobio atenuam a expresséo de
genes da lipogénese e gliconeogénese e aumentam a expressao de genes de
oxidacdo lipidica no figado de camundongos

O RNAm para genes relacionados a oxidacéo de acidos graxos, lipogénese
e producao de glicose hepatica induzida por insulina no figado também foram
determinados. Para 0s genes de oxidagdo de &cidos graxos, os niveis de ppara
foram significativamente maiores no grupo JI+Exe em comparagdo com OB e JI;

Cptla foi maior nos grupos Jl e JI+Exe em relacdo ao grupo OB; os niveis de Acsl1,
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Acsl4 e Acsl5 foram maiores no grupo OB em comparacdo com CTL (Figura 4 A).
Para os genes de lipogénese, o grupo OB apresentou niveis aumentados de
Srebplc e Cd36 em comparagdo com o grupo CTL, mas os grupos Jl e JI+Exe
apresentaram niveis mais baixos em comparac¢éo ao grupo OB (Figura 4 B). Quanto
aos genes gliconeogénicos, o grupo OB apresentou niveis mais elevados de Fbpl,
Pc, Pckl e Pgcla em comparacdo ao grupo CTL, entretanto, o grupo Jl+Exe

mostraram alguma protecao contra esse aumento (Figura 4 C).
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Figura 3. Expressdo da oxidacdo de acidos graxos, lipogénese e
gliconeogénese no tecido hepatico A. Niveis de RNAmM em genes relacionados a
oxidacao de &cidos graxos (Ppara / Cptla / Acsll / Acsld | Acsl5). B. Niveis de
RNAmM em genes relacionados a lipogénese (Fatp4 / Srebplc / Fasn / Cd36). C.
Niveis de RNAm em genes relacionados a gliconeogénese (G6pc / Fbpl / Pc/Pckl
/ Pgcla). O gene GAPDH foi utilizado para normalizar os niveis de RNAm. As barras
representam médias e DP dos grupos CTL, OB, Jl e JI+Exe (n = 4). A significancia
estatistica utilizada foi p <0,05. a para o grupo CTL versus OB; b para o grupo OB

versus JI; ¢ para o grupo OB versus JI+Exe; 4 para o grupo Jl versus JI+Exe.

4 DISCUSSAO
Estudos recentes descreveram o JI como uma estratégia nutricional para

prevenir ou tratar a obesidade, controlar a massa corporal, melhorar a sensibilidade
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a insulina e mitigar o acumulo de lipidios hepaticos (Melkani and Panda, 2017;
Regmi and Heilbronn, 2020; Villanueva et al., 2019). Assim, o JI € uma estratégia
ndo farmacolégica que, aliada ao exercicio fisico, pode trazer muitos beneficios na
obesidade (Lustig et al., 2020); entretanto, o impacto do JI combinado com o
treinamento fisico no metabolismo hepatico de camundongos alimentados com uma
dieta rica em gordura nao foi amplamente explorado. Neste estudo, usamos um
protocolo de JI combinado com treinamento fisico aerébio e analisamos a
homeostase glicémica e o metabolismo hepéatico de camundongos alimentados com
dieta rica em gordura.

Nossos resultados mostram que o efeito combinado do JI e do treinamento
fisico aerébio atenuou o ganho de peso, a adiposidade corporal e a intolerancia a
glicose em camundongos alimentados com dieta rica em gordura. Além disso o
grupo JI+Exe teve melhora na sensibilidade a insulina no metabolismo hepético em
relacdo aos genes de oxidacao de acidos graxos, lipolise e gliconeogénese. Desta
forma, esse trabalho demonstra que JI+Exe tem efeitos positivos na prevencéo da
obesidade induzida por dieta rica em gordura e oferece beneficios adicionais em
relacdo ao protocolo de Jl isolado na manutencdo da massa corporal, melhora da
homeostase glicémica e metabolismo hepatico.

Os dados de composicao corporal mostraram que a alimentacdo com dieta
hiperlipidica promoveu aumento da massa corporal no grupo OB, porém, o Jl foi
capaz de prevenir o ganho de peso corporal a partir da quarta semana. Além disso,
o grupo Jl também apresentou menor gordura mesentérica e gordura total em
comparacdo ao grupo OB. Esses resultados corroboram com estudos que
demonstraram efeitos positivos do Jl no controle da massa corporal (Hatori et al.,
2012; Sherman et al., 2012), e que reforcam o papel do JI como estratégia potencial
no tratamento e prevencdo da obesidade. Quando o JI foi combinado com o
treinamento fisico aerdbio, os camundongos apresentaram beneficios adicionais,
como menor gordura epididimal, retroperitoneal e mesentérica em comparacao ao
grupo OB e o grupo JI+Exe apresentou peso corporal menor que o grupo Jl apos a
62 semana. Estudo anterior com ratos Wistar em que 0s animais submetidos a
protocolo de JI combinado com a realizacdo de exercicio de nata¢éo por 6 semanas
também destacou um efeito adicional no grupo que realizou JI combinado com

exercicio na prevencao do aumento da massa corporal (de Moraes et al., 2017).
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O grupo OB mostrou prejuizo na homeostase glicémica, durante os testes
fisioldgicos os animais apresentaram menor tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina. A literatura mostra que animais que consomem dieta hiperlipidica também
apresentaram resultados adversos no metabolismo da glicose mesmo em curto
periodo de exposicdo (Brunetta et al., 2020; Kuipers et al., 2019; Nakandakari et al.,
2019; Oliveira et al., 2015). O grupo JI+Exe por outro lado, mostrou eficiéncia no
controle glicémico, no teste de tolerancia a glicose o grupo apresentou melhores
resultados comparado ao grupo OB e JI. No teste de tolerancia a insulina,
novamente o grupo Jl+Exe teve resultados positivos, apresentando maior
sensibilidade a insulina comparado ao grupo OB.

Os resultados indicam que o grupo JI+Exe melhora a homeostase glicémica,
o que nao foi observado no grupo JI, essa diferenca provavelmente € uma
consequéncia dos efeitos do exercicio fisico no figado, mais também de acdes em
outros tecidos metabolicamente importantes para a homeostase glicémica. Assim,
0 exercicio induz um aumento na captacao de glicose em tecidos metabdlicos como
musculo, coracgdo, tecido adiposo e figado (McGee and Hargreaves, 2020; Stanford
and Goodyear, 2016; Vettor et al., 2014). O aumento da expresséao do transportador
de glicose tipo 4 (GLUT4) é uma das adaptacdes em resposta ao treinamento
aerdbio que aumenta a captacéo de glicose em resposta ao estimulo com insulina
no musculo esquelético e favorece a normoglicemia (Kraniou et al., 2004; Richter
and Hargreaves, 2013). Assim, o exercicio fisico regular € um estimulo importante
e eficaz para aumentar a expressao de GLUT4 no musculo esquelético, o que
contribui para uma melhor acdo da insulina e diminuicdo da glicemia, o que foi
observado no grupo JI+Exe.

O figado € um 6rgao fundamental para o metabolismo, e esta ligado a
mudancas fisiolégicas do corpo e a saude metabdlica. Assim avaliamos o
metabolismo hepético dos camundongos através da andlise de RT-gPCR de genes
ligados a lipogénese, gliconeogénese e oxidacdo de acidos graxos. Os animais
expostos a uma dieta rica em gordura aumentaram os niveis de RNAm dos genes
lipogénicos (Srebplc e Cd36) e gliconeogénicos (Fbpl e Pc). No entanto, o grupo
JI apresentou diminuicdo da expressao génica da lipogénese (Srebplc e Cd36).
Curiosamente, os camundongos submetidos aos protocolos de Jl e EA mostraram
reducdes nas expressdes de RNAm dos genes de lipogénese e gliconeogénese,

mas aumentaram as expressoes de RNAm dos genes de oxidacdo de 4cidos graxos
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(Ppara e Cptla). Assim, os efeitos adversos da dieta hiperlipidica também foram
observados no aumento da sintese lipidica e da gliconeogénese hepatica e o Ji
conseguiu atenuar esses efeitos. Ao combinar Jl e EA os resultados sao ainda mais
robustos e indicam uma prote¢do maior contra os prejuizos do consumo de dieta
hiperlipidica.

Foi demonstrado que o Jl reduz a expressao de enzimas como piruvato
carboxilase e glicose 6-fosfatase no figado (Chaix et al., 2014; Hatori et al., 2012).
Essas adaptacdes do tecido hepético foram acompanhadas por reducdes na
glicemia e melhora na homeostase glicémica. Além disso, o Jl esta associado a uma
diminuicdo nos genes para acido graxo sintase, estearoil CoA dessaturase e acido
graxo elongase e, consequentemente, com menos armazenamento de lipidios
(Chaix et al., 2014; Hatori et al., 2012). O exercicio fisico tem sido outra estratégia
capaz de atenuar a producdo hepatica de glicose em roedores alimentados com
dieta hiperlipidica. Essa melhora promovida pelo exercicio fisico esta relacionada
com aumento de genes reguladores e proteinas criticas da gliconeogénese, como
PEPCK e G6Pase (Gaspar et al., 2020; Pauli et al., 2014; Pereira et al., 2019, 2020).
Em nosso estudo, a combinacdo de JI com e treinamento aerébio preveniu o
aumento da expressao de genes gliconeogénicos na obesidade induzida por dieta.

Em nosso estudo, os camundongos tiveram acesso a dieta hiperlipidica
durante a noite, periodo de atividade dos animais. Investigacdes anteriores indicam
que os resultados do JI sdo mais positivos na prevencado do ganho de massa
corporal e homeostase glicémica nessas condicdes (Chaix et al., 2019;
Lecheminant et al., 2013) e que quando o Jl teve a alimentacdo durante o ciclo
inativo os resultados foram mais discretos ou ndo ocorreram (Bray et al., 2010;
Freire et al., 2020; Hatori et al., 2012; Rothschild et al., 2014). Ja o treinamento
aerdbio ocorreu logo ap6s o periodo de alimentacdo dos camundongos. Estudo
anterior realizado com camundongos também mostrou que comer pela manha ou
ao meio-dia seguido de exercicios a noite pode prevenir o ganho de peso de forma
mais eficaz do que exercicios pela manha seguidos de comer ao meio-dia ou a noite
(Sasaki et al., 2014). Essas sao variaveis interessantes para pesquisas futuras que
podem analisar os efeitos do Jl durante o ciclo inativo aliado ao exercicio fisico,
onde também pode se analisar o efeito de diferentes tipos de exercicio como

treinamento de resisténcia ou intervalado de alta intensidade.
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Estudos com humanos também mostram que 0 jejum intermitente com
janelas de alimentacéo de 8 a 12 horas, foi eficaz no controle da massa corporal em
individuos obesos ou pré-diabéticos, e efeitos adicionais, como reducéo da pressao
arterial e niveis de lipidios também foram encontrados (Gill & Panda, 2015; Gabel
et al.,, 2018; Chow et al., 2020; Wilkinson et al., 2020). Em individuos do sexo
masculino com alto risco de desenvolver diabetes tipo 2, o JI forneceu um controle
glicémico positivo (Hutchison et al., 2019). No estudo de Moro et al., Individuos do
sexo masculino treinados com exercicios resistidos realizaram um protocolo de Ji
(8 horas de janela de alimentacéo e 3 refeicbes diarias). Eles mostraram reducéo
da massa gorda e manutencdo da massa muscular (Moro et al., 2016). Outro estudo
com pré-diabéticos analisou os efeitos do protocolo JI (janela de 6 horas ap6s o
ciclo circadiano, com a ultima refeicéo, realizada até as 15 horas), e observou uma
melhora nos niveis de insulina e na resposta das células 3, também como uma
reducdo na pressédo arterial e estresse oxidativo (Sutton et al., 2018). No entanto,
estudos em que a alimentacao aconteceu ao final da tarde e a noite ndo mostraram
resultados benéficos ou mostraram piora em aspectos como glicemia de jejum,
resposta das células B e presséao arterial (Carlson et al., 2007; Stote et al., 2007).

Alinhar o jejum intermitente com os ritmos circadianos hovamente mostra ser
ponto chave para que o0s beneficios de realizar o jejum intermitente ocorram. Assim
a duracéo do jejum e a distribuicéo das refeicdes sdo importantes para a eficiéncia
do jejum intermitente como mostrado em estudos anteriores onde individuos que se
alimentaram durante a manha perderam mais peso em comparacao com individuos
gue se alimentaram durante a noite (Di Francesco et al., 2018; Raynor et al., 2018).
Com isso, novos estudos com jejum intermitente tanto em animais como em
humanos s&o importantes para que se aprofundem os conhecimentos sobre a
relacdo entre o jejum intermitente e os ritmos circadianos. Além disso, outras
varidveis como o exercicio fisico e o impacto da interrupcéo do jejum intermitente
na fisiologia e metabolismo sdo importantes para que em breve tenhamos uma
estratégia mais efetiva contra a obesidade e doencas associadas e que associado
com a farmacologia por exemplo melhorem a saude e a qualidade de vida das

pessoas.
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5 CONCLUSAO

Em suma, esses resultados mostram que o JI com a alimentacédo realizada
no ciclo ativo seguido do treinamento aerébio foi eficaz em mitigar os impactos
metabdlicos da exposi¢cao a uma dieta rica em gordura. Assim o JI combinado com
0 treinamento aerdbio pode ser importante para prevenir e minimizar os efeitos
prejudiciais da obesidade induzida por dieta hiperlipidica e melhorar a homeostase

glicémica e metabolismo hepatico de camundongos.
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