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INTRODUCAO:

Em decorréncia do comportamento alimentar
hipercalérico e inatividade fisica atual de grande parte
da populagéo, triplicou o nimero de pessoas obesas
entre os anos de 1975 e 2016 e atingindo 13% da
populagdo mundial . A obesidade é resultante de
inimeros fatores (comportamentais, ambientais e
genéticos); caracterizada por um balanco energético
positivo e acimulo excessivo de adiposidade corporal,
inflamacdo subclinica e estd associada a diversas
doencas como diabetes do tipo 2, hipertenséo, figado
gorduroso, doencas cardiovasculares, entre outras 2.

Dessa forma, estratégias ndo farmacoldgicas,
como o jejum intermitente e o exercicio fisico, tem sido
pensadas a fim de reduzir a gordura corporal. O
exercicio fisico ja& mostrou ser capaz de gerar reducao
do peso e gordura corporal, melhorar a sensibilidade a
insulina; em obesos nédo diabéticos reduziu o risco do
desenvolvimento da doenca em 46% 34; e a pratica de
exercicios aerdbios por 20 minutos, trés vezes por
semana durante um periodo de quatro semanas € o
suficiente para reduzir peso e gordura corporal 5.

Atualmente, tem sido amplamente explorado
sobre diferentes cendrios o jejum intermitente (JI), um
regime alimentar que consiste em adequar o tempo de
refeicdo a uma restrita janela que antagoniza com a
maior parte do dia em jejum, h& diferentes protocolos,
podendo ser administrado durante a semana ou
diariamente 6. Este tempo de jejum é capaz de motivar
comportamentos e ativar vias catabdlicas que ndo sdo
ativadas em um padrdo alimentar comum, podendo
prover alguns beneficios sobre a satide metabdlica’. Em
um estudo feito com humanos, a restricdo do tempo
alimentar sem limitar a ingestéo de caloria diaria total foi
suficiente para diminuir a gordura corporal 8. Sabendo o
efeito que essas estratégias (jejum e exercicio) geram
no corpo, tem se buscado verificar o impacto dessas

medidas sobre o processo browning do tecido adiposo
branco (TAB).

O tecido adiposo marrom (TAM) e o TAB
exprimem fung@es diferentes no corpo, o primeiro tem
uma funcdo importante de termogénese e de
manutencdo da homeostase energética com maior
capacidade de expressdo de genes de proteinas
envolvidas no processo de lipdlise, ja o TAB tem funcéo
de estoque de nutrientes em forma de gordura °. A
funcéo termogénica do tecido adiposo marrom € ativada
através da agdo da proteina desacopladora 1 (do inglés,
Uncoupling protein 1 - UCP1) mitocondrial, uma
importante proteina que gera calor por meio da
dissociacdo da respiragdo celular da producdo de
adenosina trifosfato (ATP) na membrana interna da
mitocdndria, isso ocorre quando a UCP1 interrompe o
gradiente de prétons ao permitir a entrada dos ions H+
por uma outra abertura, tornando desnecesséaria a
passagem pelo complexo ATP sintase ao final da cadeia
transportadora de elétrons.

Porém essa caracteristica de produgéo de calor
também pode ser observada no TAB em situacbes
especificas, como por exemplo: exposicdo a baixas
temperaturas, tratamentos farmacéuticos, exercicio e
em alguns casos sob privagdo de nutrientes, e isso
acontece por conta do processo browning 1°. Essa
adaptacdo no TAB promove alteracdo na coloracdo
tornando-se bege e por isso o termo browning é
empregado, e, portanto, o TAB assume, em menor
escala, algumas caracteristicas de tecido adiposo
marrom. Este processo € regulado por moléculas como
0 coativador-1 do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama (PGC1ly), molécula que exerce papel
crucial na biogénese mitocondrial 2.

Além disso, em estudo recente foi mostrado
uma forte relagdo entre a proteina 15 similar a Kruppel
(do inglés, Kruppel-like factors - KLF15) com o processo
browning do TAB 2. A KLF15 é um fator de transcri¢éo
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Figura 1. Figura ilustrativa da hipdtese da presente proposta de pesquisa com a sinalizagdo molecular e mecanismo de indugdo do processo
browning do tecido adiposo branco através das intervengdes jejum intermitente e exercicio fisico. UCP-1, proteina desacopladora 1 (do inglés,
Uncoupling protein 1); KLF15, proteina 15 similar a Kruppel (do inglés, Kriippel-like factors).

presente em varios processos metabdlicos em
diferentes tecidos (figado, rim, coracdo, mausculo
esquelético e tecido adiposo). Sua relacdo com o
browning foi estabelecida pela ligagdo encontrada entre
KLF15 e a regido promotora da UCP1 servindo como
fator de transcricdo para proteina desacopladora e um
dos marcadores importantes do processo browning.
Dessa forma, acredita-se que que a KLF15 possui um
papel importante no controle de ganho de peso, uma vez
qgue em camundongos obesos e alimentados com dieta
rica em gordura, ela é reduzida °'213; além disso, a
superexpressao de KLF15 foi responsavel pelo aumento
dos niveis de UCP1 em adipdcitos brancos e marrons,
além da relacdo das duas proteinas terem exibido um
papel importante para a diferenciacdo de adipdcitos
marrons de células-tronco mesenquimais 4. Nesse
sentido, tem se buscado entender os efeitos que o jejum
e o0 exercicio fisico aerébio poderiam ter na expressao
das proteinas envolvidas no processo de coloragdo do
tecido adiposo branco.

Em um estudo feito com roedores, foi
observado que oito semanas de jejum intermitente (JI)
foi capaz de induzir um aumento nos niveis da proteina
UCP1 e na expressao de seu RNAm no tecido adiposo
branco inguinal (TABi) %, a respeito do fator de
transcricdo KLF15, foi encontrado um significante
aumento da proteina durante a condigdo de jejum (48
horas) 6. Com relagéo aos efeitos do exercicio sobre o
processo browning, alguns achados demonstraram que
exercicio crénico promove o browning do TAB 7, dentre
eles, em um estudo realizado com camundongos, 10
semanas de exercicio voluntario também foi capaz de
aumentar a quantidade de UCP1 mitocondrial 8, porém
ainda néo é claro os efeitos do exercicio fisico sobre a
KLF15.

Deste modo, embora se saiba que tanto o jejum
qguanto o exercicio fisico contribuam para reducéo da
adiposidade, através do processo de browning e

consequente aumento da termogénese, o impacto do
jejum isoladamente ou combinado com o exercicio fisico
sobre a proteina KLF15 e seu papel na manutencdo da
perda de peso e gasto energético ndo esta totalmente
esclarecido. Portanto, o intuito da presente proposta de
pesquisa sera investigar os efeitos do jejum e do jejum
associado ao exercicio fisico sobre o fator de transcrigéo
KLF15 e no processo browning do tecido adiposo branco
de camundongos. A figura 1, ilustra a via de sinalizagéo
molecular de interesse de investigacdo dessa presente
proposta de pesquisa.

METODOLOGIA:

Animais experimentais e procedimentos éticos

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

Os animais foram distribuidos nos seguintes
grupos experimentais:

1. Grupo denominado controle, constituido de
animais que receberam dieta convencional
para roedores durante 8 semanas (CTL);

2. Grupo denominado obeso, constituido de
animais que receberam dieta hiperlipidica para
roedores durante 8 semanas (OB);
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3. Grupo denominado obeso jejum intermitente,
constituido de animais que receberam dieta
hiperlipidica para roedores durante 5 semanas,
no entanto, a dieta foi oferecida somente por
um periodo de 8 horas (J1);

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

Sendo que o0s animais tiveram acesso ao
alimento entre 5 horas apo6s as luzes apagarem e 1 hora
ap6és acenderem. Dessa forma, esses animais
realizaram ciclos de estado de jejum/alimentado de 16/8
horas/dia.

Protocolo de exercicio fisico aerébio

Foi realizada uma adaptagdo dos animais em
esteira rolante para camundongos, em seguida foi
realizado teste para determinar a velocidade maxima
dos animais, para entdo iniciar o treinamento. Tanto a
adaptagdo, quanto o teste e o treinamento foram
realizados de acordo com estudo prévio 1°.

Composicéo corporal:

Para avaliar a composicao corporal e mensurar
a adiposidade, os animais foram anestesiados e
submetidos a uma andlise através do sistema DEXA
(Discovery Wi QDR Series; Hologic Apex Software,
Hologic).

Teste de Tolerancia a Insulina intraperitoneal (TTlip)

O teste de tolerancia a insulina foi realizado
conforme descrito em estudo prévio 7. A glicose
plasmatica t1/2 foi calculada a partir da inclinagdo da
ultima analise dos minimos quadrados da concentracéo
da glicose sérica durante a fase de decaimento linear 8.

Analise de ingestéo alimentar

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

Real Time PCR quantitativo (RT-qPCR):

Fragmentos do tecido adiposo branco foram
extraidos e homogeneizados em Trizol (r). O RNA total
foi isolado de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média +
Erro Padrdo da Média. Os resultados das proteinas
obtidas através de immunoblotting foram apresentados
como comparacdes diretas das bandas proteicas em

fotodocumentador, as quais foram quantificadas através
de densitometria usando o programa Un-Scan-It Gel
6.1®. Para a andlise estatistica foi testada a
normalidade dos dados e posteriormente foi realizado o
teste “t de Student” ou “Mann-Whitney” quando
comparados dois grupos. Para andlises envolvendo
mais de dois grupos, foi utilizado o teste de “Analise de
Variancia (ANOVA)” ou “Kruskal Wallis”, seguido do
teste de Bonferroni. A significancia estatistica adotada
foi de p<0.05. O programa “GraphPad Prism 6.0” foi
empregado para efetuar as andlises e elaborar os
graficos.

RESULTADOS:

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

A partir da terceira semana da etapa
experimental, o grupo OB exibiu um aumento
significativo da massa corporal total em rela¢éo ao grupo
CTL e ao grupo JI+EXE. Da quarta semana em diante,
0 grupo OB apresentou um aumento significativo no
ganho de massa corporal em comparagdo ao grupo Jl
além da diferenca entre os grupos CTl e JI+EXE exibidas
na terceira semana. (Fig. 2A). Foi realizada uma
comparacdo do peso inicial dos animais com o peso
final, e nesta analise, o grupo OB apresentou maior
ganho de massa corporal durante o experimento em
relac@o aos outros grupos experimentais (Fig. 2B).
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Figura 2. A, evolucdo da massa corporal por semana; B,
comparacao da massa corporal no inicio do experimento
e no final; C, indice de Lee (g/cm?3); D, delta da massa
corporal; (n = 6-14). SignificAncia adotada de p < 0,05.
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No teste de tolerancia a insulina, a glicemia em
jejum do grupo OB foi significativamente maior do que
os grupos CTL, JI e JI+EXE em todos os tempos
coletados (Fig. 3A). Além do mais, no grafico da area
sob a curva, as mesmas diferengas foram observadas
(Fig. 3B).
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Figura 3. A, Curva glicémica no teste de
tolerancia a insulina; B area sob a curva do teste de
tolerancia a insulina; (n = 5). Significancia adotada de p
< 0,05

Na analise de composi¢do corporal, realizada
pelo sistema DEXA, é possivel observar que a amostra
analisada do grupo OB apresentou maior massa
corporal total maior percentual de gordura. Por outro
lado, o animal do grupo JI+EXE apresentou a menor
massa total e menor percentual de gordura dentre os
grupos estudados (Fig. 4).
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Figura 4. Composicdo corporal dos animais
representada em massa total e percentual de gordura.

Jejum intermitente associado ao exercicio
fisico foi capaz de alterar o nivel de RNAm da KLF15
e UCP-1 no tecido adiposo branco dos
camundongos

Foi observado na andlise de PCR, que a
expressdo de UCP-1 foi significativamente maior nos
grupos JI e JI+EXE do que nos grupos que nao
realizaram nenhuma intervencéo (Fig. 5A). Além disso,
foi encontrado uma correlacdo forte entre as proteinas
KLF-15 e UCP-1 (Fig. 5B).
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Figura 5. A, expressdo de RNAm de UCP-1 e KLF-15
no tecido adiposo branco inguinal; B, grafico de
correlagdo (Pearson) entre a KLF-15 e UCP-1; (n = 4).
Significancia adotada de p < 0,05.

DISCUSSAO:

A presente proposta de pesquisa procurou
explorar os efeitos do jejum intermitente associado ao
exercicio fisico aerdbio sobre os niveis de RNAm da
KLF15
e UCP-1 e a relagdo disso com massa corporal e
sensibilidade a insulina. Durante a fase experimental, foi
observado que o JI+EXE foi capaz de atenuar o ganho
de peso corporal nos camundongos, assim como o Jl e
o JI+EXE foram capazes de melhorar a sensibilidade a
insulina, corroborando com um estudo prévio 2°.

Em contrapartida, na analise de composigéo
corporal, a amostra analisada do grupo OB apresentou
maior massa corporal total e maior percentual de
gordura em comparagdo com os demais grupos
indicando um aumento do tecido adiposo total do grupo
obeso e a protecdo das intervengdes de jejum e
exercicio contra o aumento de gordura nos animais.
Nesse sentido, em um estudo que analisou a massa
gorda total de camundongos machos submetidos a 12
semanas de jejum e exercicio de alta intensidade, foi
encontrado que as intervengdes foram capazes de
reduzir o peso do tecido adiposo dos animais,
demonstrando que a longo prazo ambos sdo eficientes
para reduzir a gordura corporal 7.
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Ademais, a hipertrofia do adipdcitos é o
principal fator de expansao do tecido adiposo branco
inguinal, esta intimamente ligado a disfungéo do tecido
adiposo, e além disso, & o processo mais aparente na
sindrome metabdlica em obesos 2'. Nesse sentido,
nossas andlises de composi¢cdo corporal via DEXA
mostraram que o jejum e o jejum combinado com o
exercicio fisico foram capazes de proteger os animais do
aumento dos adipécitos em relagéo aos animais que n&o
realizaram nenhuma intervencgdo, evitando o acumulo
ectépico de gordura e exibindo por outro &ngulo o efeito
da privagdo de comida e atividade fisica aerobia,
demonstrando que a combinagédo destas intervengdes
pode ser significativa para a prevengdo de
desenvolvimento da obesidade 202!,

Para as analises de PCR observamos apenas
tendéncia de aumento na expressdo de KLF-15 no
tecido adiposo branco nos grupos Jl e JI+EXE, ja para a
expressao de UCP-1, os grupos JI e JI+EXE exibiram
maiores niveis de RNAm em comparagdo com 0s grupos
que nao foram submetidos a nenhuma intervengéo. Isso
demonstra que a intervengédo exercicio associado ao
jejum foi capaz de aumentar a expressdo de genes
envolvidos com o processo Browning. Além disso,
diferente de estudo prévio realizado com o conteudo
proteico analisado pelo método de blotting, foi
encontrado uma forte correlagdo entre a expressio de
RNAm de KLF-15 com UCP-1 '8, evidenciando que o
aumento de KLF-15 pode estar envolvida no aumento de
UCP-1 no tecido adiposo branco.

Dessa forma, mais estudos visando analisar os
niveis de KLF-15 e UCP-1, assim como outras analises
podem também agregar informagbes sobre o papel
deste fator de transcrigdo sobre a UCP-1 e processo
browning do tecido adiposo branco sob condi¢gbes de
jejum intermitente e exercicio fisico aerdbio. Em
conclusdao, nossos achados demonstram que o
protocolo de jejum intermitente associado ao exercicio
fisico aerébio diminuiu os efeitos da obesidade induzida
por uma dieta hiperlipidica sobre o peso corporal, assim
como o percentual de gordura e melhorou a
sensibilidade a insulina. Ademais, nossas analises
moleculares exibiram que o RNAm da KLF-15 expressa
nos animais submetidos as intervengbes foi
acompanhada de aumento da expressdo de UCP-1,
indicando que a longo prazo esse fator de transcri¢cdo
pode ser usado como estratégia para o combate a
obesidade.
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