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RESUMO

SPEZANI, Renata. Impacto do jejum intermitente no hipotalamo de camundongos
obesos induzidos por dieta. 2020. 68 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana
e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O consumo continuo de alimentos ricos em gordura saturada leva a
obesidade e alteragcbes metabdlicas periféricas e centrais. Nosso objetivo foi
investigar como o jejum intermitente (JI) poderia influenciar o hipotdlamo de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, concentrando-se em marcadores
moleculares relacionados a funcéo de saciedade/fome na regido do nucleo arqueado
(ARC) do hipotalamo. Além disso, a ingestao de alimentos e energia, massa corporal
e resisténcia a leptina foram estudados. Camundongos machos C57BL/6J, com trés
meses de idade, foram divididos em grupo controle (C, alimentado com dieta
controle) e grupo hiperlipidico (HL, alimentado com dieta rica em lipidios) por oito
semanas. Em quatro semanas adicionais, metade dos animais de cada grupo fez Ji
(24h alimentado /24h em jejum), enquanto a outra metade continuou a se alimentar
livremente. Assim, quatro novos grupos foram formados: C, CJI, HL e HLJI. A massa
corporal e 0 consumo de energia aumentaram nos animais HL, bem como os coxins
gordurosos, e houve aumento da glicemia, colesterol total, triacilglicerol, insulinemia,
indice de resisténcia a insulina (FIRi), leptinemia e reducao da adiponectinemia. O JI
melhorou todos esses parametros inclusive a expressao do gene da Leptina no
tecido adiposo epididimal. No hipotalamo, as expressfes génicas foram aumentadas
para Leptina e Socs3, com uma diminuicdo de Obrb, sugerindo resisténcia a leptina.
O JI melhorou significativamente esses parametros, embora ndo tenha sido
estatisticamente significante para o Socs3. A expresséo génica de Npy foi maior nos
grupos HL e HLJI, enquanto Pomc diminuiu predominantemente no JI. A expressao
proteica do NPY foi maior nos grupos submetidos ao Jl. O POMC mostrou uma
reducao significativa no JI, mas houve um aumento no HLJI. A imunofluorescéncia
com marcacdo NPY e POMC na regido ARC no hipotalamo confirmou os resultados
moleculares. A expressdo génica dos marcadores inflamatorios 1I-6, II-15 e Tnf-a no
hipotalamo foi maior nos grupos Jl, exceto Tnf-a no grupo HLJI. Em concluséo,
existe um efeito benéfico do JI em animais obesos induzidos por dieta, resultando
em massa corporal reduzida, metabolismo lipidico melhorado e melhora na
sensibilidade a insulina periférica, leptina e adiponectina. O JlI reduziu a resisténcia
central a leptina, aumentando a expressao do Obrb hipotalamico. No entanto, houve
um aumento na expressao hipotalamica de marcadores pré-inflamatérios, indicando
que o Jl pode ter um efeito colateral, pelo menos no periodo utilizado neste estudo,
gue deve ser considerado no tratamento de comorbidades associadas a obesidade
induzida pela dieta.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Nucleo arqueado. Neuropeptideo Y.

Neuropeptideo pro-opiomelanocortina. Inflamagéo.



ABSTRACT

SPEZANI, Renata. Hypothalamic impact of intermittent fasting in diet-induced obese
mice. 2020. 68 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Continued consumption of high-fat foods leads to obesity and peripheral and
central metabolic changes. We aimed to investigate how intermittent fasting (IF)
could influence the hypothalamus of mice fed a high-lipid diet, focusing on molecular
markers related to the hunger-satiety function in the arcuate nucleus (ARC) region of
the hypothalamus. Also, food and energy intake, body mass, and resistance to leptin
were studied. Male C57BL/6J mice, aged three months, were divided into a control
group (C, fed a control diet) and a high-fat group (HF, fed a diet rich in lipids) for eight
weeks. An additional four weeks, half of the animals in each group did IF (24h
fed/24h fasting), while the other half of the animals continued to feed freely. Thus,
four new groups were formed: C, CIF, HF, and HFIF. Body mass and energy
consumption increased in HF animals, as well as fatty pads, and there was an
increase in blood glucose, total cholesterol, triacylglycerol, insulinemia, insulin
resistance index (FIRI), leptinemia and reduction in adiponectinemia. Leptin gene
expression increased in the epididymal adipose tissue in the HF group. The IF
reduced all these parameters. In the hypothalamus, gene expressions were
increased for Leptin and Socs3, with a decrease in Obrb, suggesting resistance to
leptin. The IF significantly improved these parameters, even though it was not
statistically significant for Socs3. The gene expression of Npy was higher in the HF
and HFIF groups, while Pomc decreased predominantly in HF. The protein
expression of NPY was higher in the groups submitted to IF. POMC showed a
significant reduction in HF, but there was an increase in HFIF. Immunofluorescence
with NPY and POMC labeling in the ARC region in the hypothalamus confirmed the
molecular results. Gene expression of inflammatory markers 11-6, 1I-14 and Tnf-« in
the hypothalamus were higher in the IF groups, except for Tnf-« in the HFIF group. In
conclusion, there is a beneficial effect of IF in diet-induced obese mice reduced body
mass, improved lipid metabolism, and sensitivity to peripheral insulin, leptin, and
adiponectin. The IF reduced the central resistance to leptin, increasing the
expression of hypothalamic Obrb. However, there was an increase in the
hypothalamic expression of pro-inflammatory markers, indicating that IF may have a
side effect, at least in the period used in this study, which should be considered in the
treatment of comorbidities associated with diet-induced obesity.

Keywords: High-fat diet. Arcuate nucleus. Neuropeptide Y. Proopiomelanocortin

neuropeptide. Inflammation.
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INTRODUCAO

A ingestdo de alimentos ricos em lipidios tem contribuido para o surgimento de
comorbidades associadas ao aumento da massa corporal e alteracbes metabdlicas, e
modelos experimentais tem sido propostos para estudar essas alteracoes, inclusive
no camundongo (1).

O hipotalamo € a regido do diencéfalo responsavel pela manutencdo da
homeostase energética. A regulacdo esta associada a capacidade do hipotalamo de
orquestrar respostas fisiolégicas complexas, como ingestdo de alimentos e gasto de
energia, ritmo circadiano e resposta ao estresse e alteracbes metabdlicas e
obesidade podem comprometer essas fun¢des (2). Varios nucleos hipotalamicos
estdo diretamente envolvidos na regulacdo da ingestdo de alimentos e do gasto
energético, como o nucleo arqueado hipotalamico (ARC), hipotalamo ventromedial e
dorsomedial (VMH e DMH), nucleo paraventricular (PVN) e &rea hipotalamica lateral
(LHA) (3, 4).

A dieta hiperlipidica modifica os mecanismos regulatérios no hipotalamo através
de um desequilibrio do binbmio fome-saciedade, controlada majoritariamente pela
leptina através da via de sinalizagdo da Janus kinase-2/Transdutores de sinal e
ativadores de transcricdo-3 (JAK2/STAT3), resultando em hiperfagia e aumento da
adiposidade (5). O receptor da leptina é expresso e facilmente detectavel em grande
parte no ndcleo arqueado hipotalamico juntamente com o neuropeptideo Y
(orexigeno) e com o neuropeptideo pré-opiomelanocortina (POMC) (anorexigeno),
ambos envolvidos com o desenvolvimento da resisténcia periférica e central a
leptina, jA& que uma deficiéncia da mesma estimula o apetite aumentando a
expressdo de neuropeptideos orexigenos e suprimindo a expressdo dos
anorexigenos (6, 7).

O jejum intermitente (JI) é definido por periodos de abstenc&do voluntaria da
alimentacdo, praticado globalmente por diversas populagdes (8), e tem se mostrado
uma abordagem eficaz na perda de massa corporal em individuos obesos, Pode ser
realizado em diferentes protocolos, como por exemplo, o jejum em dias alternados,
ou jejum de uma a duas vezes na semana alternados com dieta irrestrita nos
periodos sem jejum (9). Apesar de alimentos serem consumidas livremente nos

periodos de realimentagdo, o jejum em dias alternados em modelos de roedores
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obesos induzidos por dieta reduziu as concentracbes plasmaticas de colesterol e
triacilglicerol (10), pois ndo h4 uma compensacédo total do déficit calorico que é
ocasionado no periodo de jejum (8). Dessa forma, o Jl tem sido sugerido como uma
medida ndo farmacologica para melhorar a saude, combatendo a obesidade e os
distarbios metabdlicos (11), principalmente reduzindo os niveis de glicose no sangue
e aumentando a sensibilidade a insulina, associados & mobilizagdo de acidos graxos
e a geracdo de cetonas levando a reducao do colesterol total, triacilglicerol e leptina
circulante, e aumentando os niveis de adiponectina (10, 12).

Esse estudo tem a hipétese de o JI em animais obesos induzidos por dieta
hiperlipidica, além de reduzir a massa corporal, melhorar o metabolismo de lipidios e
a glicemia, diminuir as alteracdes deletérias nos neurotransmissores envolvidos na

regulacdo do apetite e marcadores inflamatérios no hipotalamo.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Dieta hiperlipidica

Os &cidos graxos estdo presentes na dieta principalmente sob a forma de
triacilglicerol e representam os principais blocos de construc¢éo dos lipidios (13, 14).
Os alimentos contém diferentes tipos de acidos graxos, que séo acidos carboxilicos
com cadeia alifatica longa podendo ser: saturada, monoinsaturada ou poli-insaturada
(15).

A gordura é um macronutriente valioso e possui um papel central na obtencéo
de energia para a manutencdo de uma vida saudavel, sendo a segunda fonte de
energia mais importante para os humanos. Entretanto, ela € consumida como uma
parte do alimento que contém outros nutrientes e compostos dietéticos, tendo assim
efeitos aditivos e sinérgicos sobre a saude, interagindo de maneira complexa e dificil
de delinear, sendo imprescindivel determinar o tipo e quantidade de gordura ingerida
diariamente (15, 16).

Recomenda-se para um adulto saudavel consumir entre 20 % e 35 % em
energia com um maior consumo de &cidos graxos poli-insaturados e ingestéao
limitada de gorduras trans e saturadas (13). Para roedores na fase adulta, a
guantidade de lipidios na dieta deve ser de 40 g/kg da dieta, o que corresponde a
apenas 10 % de gordura em sua composi¢ao (17).

Para uma dieta ser considerada com alto teor de gordura, o percentual para
humanos varia de 30 % a 75 % de lipidios na sua composi¢édo (18). No caso dos
roedores, um percentual de 50 % ou mais € utilizado na dieta hiperlipidica (1).

Considerando que o apetite € a forca motriz para a busca, escolha e ingestao
de alimentos, e 0 ambiente obesogénico atual em que vivemos, somos impelidos a
escolher alimentos de alta densidade energética, maior palatabilidade e efeitos
fracos na saciedade, promovendo assim um consumo excessivo de lipidios (19),
também conhecido como “consumo excessivo passivo”, no qual ha um consumo nao
deliberado de energia derivada de lipidio, levando a ingestdo excessiva de gordura
em uma unica refeicdo, produzindo um balango energético positivo expressivo a

curto prazo (20).
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Existem mecanismos sensoriais lipidicos que evoluiram para aumentar a
habilidade de detectar e consumir gorduras, ampliando assim a capacidade de
captacdo e armazenamento de energia do organismo. Esses mecanismos incluem
sensores em diversas regides do corpo, sobretudo no hipotalamo, ja que é ele que
vincula a deteccdo de nutrientes ao controle do metabolismo e do comportamento
alimentar. Assim, as gorduras presentes nos alimentos podem induzir alteragdes na
funcdo hipotalamica, visto que elas podem ser metabolizadas dentro dos neurénios,
produzindo sinais que controlam a expressao de neurotransmissores envolvidos na
homeostase energética. Além disso, a sinalizacdo inflamatéria central pode ser
ativada por quantidades excessivas de alguns &cidos graxos, ocasionando disturbios
funcionais e, até mesmo, apoptose neuronal. Portanto, os lipidios da dieta
conquistaram reconhecimento por suas atuacdes diretas no cérebro, jA que séo
capazes de afetar varios processos cerebrais ao regular a transmisséo sinaptica, a
fluidez da membrana, as vias de transducao de sinal e a homeostase energética (15,
16, 21).

1.2 Obesidade induzida por dieta em camundongo

A obesidade pode ser definida pelo acimulo anormal ou excessivo de energia
derivada dos alimentos que pode prejudicar a saude, estando a gordura abdominal,
em humanos, associada a maior risco de comorbidades cardiovasculares e altas
taxas de mortalidade (22). O excesso de adiposidade é uma caracteristica
hereditaria determinada por interagbes complexas entre genes e meio ambiente,
incluindo uma dieta suplementada com uma quantidade adicional de energia. Assim
como os seres humanos, os roedores diferem no ganho de massa corporal quando a
densidade energética do alimento esta aumentada (23).

Como resultado, muitas pesquisas estdo focadas nos aspectos genéticos e
fisiolégicos que causam obesidade (24). Os camundongos geneticamente
modificados tém sido utilizados como modelos eficientes para mimetizar a obesidade
humana (25, 26). Ao menos, 10 cromossomos (2, 4, 5, 7-9, 11, 12, 16, 17) tém locais
implicados na regulacao da obesidade (24). Os modelos C57BL/6J (B6) e 129 e sua
origem intercruzada (C57BL/6ByJx129P3/J) F2 (27), foram as linhagens mais
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estudadas para obesidade poligénica, sendo o B6 um padrédo de escolha por
pesquisadores para estudos em obesidade e sindrome metabdlica, j& que ganham
peso com maior eficiéncia do que camundongos 129S quando consomem uma dieta
hiperlipidica (23).

Além de maior massa corporal, B6 e F2 apresentam niveis mais altos de
insulina e leptina, e mostram maior intolerédncia & glicose do que o modelo 129,
apesar da menor ingestdo de alimentos (28). Segundo Collins et al. (29), o
desenvolvimento da resisténcia a insulina, hiperglicemia e obesidade no
camundongo B6 séo paralelas a progressao de formas comuns da doenca humana.
Por exemplo, o desenvolvimento de diabetes e obesidade em humanos ocorre de
forma gradual e frequentemente na presenca de uma dieta rica em gordura (29).

Essas caracteristicas no C57BL/6 sdo adquiridas de forma dominante com
pelo menos quatro loci em trés cromossomos diferentes contribuindo para o fendtipo
obeso (30). Em 2015, Ussar et al. demonstraram que além de fatores genéticos e
ambientais, a microbiota do camundongo C57BL/6J alimentados com dieta rica em
gordura possui forte propensdo ao desenvolvimento da sindrome metabdlica (SM)
(31).

A fisiopatologia da SM pode ser atribuida em grande parte a resisténcia a
insulina, com fluxo excessivo de acidos graxos circulantes (32). Como a sinalizagcéo
central da insulina é necesséaria para o controle do peso corporal e para a
homeostase da glicose, as mudancas bioguimicas nas vias de sinalizacdo mediadas
por insulina que ocorrem na SM, resultam em diminuicAo no transporte e
metabolismo da glicose mediados por insulina (33).

A hiperlipidemia é uma caracteristica da SM que resulta da resisténcia a
insulina no tecido adiposo. A insulina melhora a captacdo de glicose pelos
adipécitos, promove a diferenciacao e inibe a lipolise. Desse modo quando a agao
da insulina falha nos adipécitos, glicose e lipidios séo redistribuidos para a
circulacdo e orgaos, resultando em hiperlipidemia e érgaos gordurosos (34).

Estudos também mostram o envolvimento de marcadores inflamatérios como
componentes da SM. Sabe-se que a obesidade esta associada a um estado de
inflamacédo crénica de baixo grau, que contribui para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (35, 36). A exposicdo cronica de camundongos a IL-6 leva a
resisténcia a insulina com hiperglicemia (37).
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Além disso, nessa inflamacéo crénica causada pela obesidade, a citocina pro-
inflamatéria TNF-a esta presente em maior quantidade no tecido adiposo
comprometendo a ativacdo da fosforilagcdo da tirosina na cascata de sinalizacédo da
insulina prejudicando sua ac¢éo (36). Um estudo mostrou que camundongos obesos
com uma mutacdo nula direcionada ao gene que codifica TNF-a apresentaram
niveis mais baixos de circulacdo de &cidos graxos livres e aumento na sensibilidade
a insulina (38, 39).

Em contrapartida, a adiponectina € uma citocina anti-inflamatéria produzida
por adipdcitos que além de aumentar a sensibilidade a insulina, inibe etapas do
processo inflamatério. A diminuicdo de adiponectina circulante em camundongos
produz alteracdes no metabolismo consistentes com a sindrome metabdlica (33, 40).

O balanco energético envolve a capacidade do cérebro de coordenar a
atividade do tecido periférico através de seus nucleos hipotalamicos garantindo o
aproveitamento de um nutriente quando é ingerido. Além do consumo excessivo de
energia, complicacbes metabdlicas relacionadas a obesidade envolvem a
conversdo, armazenamento e utilizacdo inadequados de nutrientes: um processo
integrado conhecido como "particdo de nutrientes". Nesse sentido, os vinculos entre
obesidade e suas comorbidades, podem se originar de uma alteragdo priméaria na
capacidade do cérebro de orquestrar a atividade dos tecidos periféricos (41).

1.3 Hipotalamo

O hipotadlamo é uma estrutura anatomicamente complexa, situada logo acima
da adenohipdfise, responsavel pela manutencdo da homeostase corporal (2, 42). E
uma regiao encefalica delimitada semelhantemente tanto em humanos como em
roedores, com o cuidado de usar a nomenclatura adequada pois roedores sao
guadrupedes. Com essa ressalva, em roedores o hipotalamo (parte do diencéfalo)
esta limitado cefalica e rostralmente pelo sulco hipotalamico (e tdlamos), e caudal e
dorsalmente pelo quiasma oOptico e corpos mamilares (43). E composto por nucleos
heterogéneos, conectados por proje¢des neuronais que integram sinais hormonais e

nutricionais periféricos levando a respostas neuroendoécrinas e/ou autonémicas (44).
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Os nucleos hipotalamicos regulam funcdes fisioldégicas distintas, como
alimentacdo versus gasto energético, termorregulacdo, comportamentos sexuais,
respostas ao estresse e controle do ritmo circadiano (45, 46). Esses nucleos no
cérebro de camundongo, como por exemplo, o ventromedial e arqueado s&o
identificados na regido de bregma (ponto anatdbmico de intersecao da sutura coronal
e sagital no cranio) -1,34 mm (47, 48).

O camundongo € um modelo importante na pesquisa biomédica. Em geral,
ele compartilha o mesmo conjunto de 20.000 genes codificadores de proteinas com
humanos, com 85% de identidade de sequéncia entre proteinas homélogas,
permitindo associagdes entre fendétipos e gendtipos (49). A busca de novos modelos
de camundongos requer uma métrica sensivel para fazer comparacdes
tridimensionais com a neuroanatomia humana (50). Por exemplo, o hipotalamo
ventromedial pode estar completamente ausente se o plano parassagital é desviado
apenas em +120 um a lateral +0,60 mm. Para evitar erros, a se¢do do cérebro deve
ser cuidadosamente avaliada usando um atlas de coordenadas estereotaxicas do
cérebro de camundongo, de modo a obter secdes exatamente no plano mais
proximo a imagem encontrada no atlas (47).

O hipotalamo pode ser dividido em trés regides:

a) periventricular formada pela area pré-6ptica (POA), nlcleo
supraquiasmatico (SCN), nucleo paraventricular (PVN), nucleo
arqueado (ARC) e nucleo posterior;

b) area medial composta pelo nucleo hipotalamico anterior (AHN),
ndcleo ventromedial (VMH), nucleo dorsomedial (DMH) e nucleo
pré-mamilar;

c) area hipotalamica lateral (LHA) formada pelo nucleo pré-optico
lateral, nucleo hipotalamico lateral, nucleo tuberomamilar e ndcleo
supradptico (SON).

A eminéncia mediana (EM) esté situada no hipotdlamo médio-basal, sendo o
recesso infundibular do terceiro ventriculo (3V), delimitado pelo lado dorsal que faz
contato com o liquido cefalorraquidiano (LCR) (51). A Figura 1 mostra as principais
regides hipotalamicas envolvidas na sinalizacdo de adiposidade e regulacdo na
ingestdao de alimentos, onde os neurbnios de primeira ordem estdo localizados

sobretudo no ARC e projetados anteriormente ao PVN, bem como na area adjacente
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ao fornix e ao LHA. Outras regibes implicadas na regulacdo da ingestdo de

alimentos incluem o VMH e o DMH (3).

Figura 1 - Representacao esquematica do hipotdlamo em camundongo

Legenda: Amigdala (AM); ndcleo arqueado (ARC); corpo caloso (CC); cértex cerebral
(CCX); nucleo dorsomedial (DMH); eminéncia mediana (EM); fornix (FX);
hipocampo (HI); area hipotalamica lateral (LHA); area perifornicular (PFA);
nacleo paraventricular (PVN); quiasma optico (QO); septo (SE); talamo (TH);
nacleo ventromedial (VMH); terceiro ventriculo (3V).

Nota: A pequena figura no topo representa um corte longitudinal do cérebro de um
roedor, com o bulbo na extremidade anterior a esquerda e o tronco posterior
caudal a direita. As linhas verticais indicam dois cortes coronais em duas regides
indicadas abaixo com as principais estruturas hipotalamicas envolvidas na
sinalizacdo da adiposidade e regula¢cdo da ingestdo de alimentos.

Fonte: Adaptado de Schwartz et al. (3).

O ARC €& um conjunto de corpos celulares neuronais em forma de arco,
localizado na base do hipotdlamo adjacente ao terceiro ventriculo e & EM. E
responsavel por integrar sinais hormonais periféricos que refletem o status de
energia do corpo. A EM é uma regido nao protegida pela barreira hematoenceféalica
(BHE) com capilares fenestrados semipermedaveis que integram sinais hormonais a
circulacdo periférica para a homeostase energética (52-54). Essa integracdo de
sinais ocorrem em duas popula¢des neuronais funcionalmente antagénicas no ARC:
uma que expressa 0S neurotransmissores orexigenos que produzem e liberam o
neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado ao agouti (AgRP), enquanto a outra
expressa 0S neurotransmissores anorexigenos pré-opiomelanocortina (POMC) e o
fator de transcricao regulada por cocaina-anfetamina (CART) (2).
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Os neurdnios que produzem os neuropeptideos NPY e POMC no ARC
enviam projecdes para o VMH, LHA e PVN para regular a alimentagdo e o gasto
energético. De forma curiosa, a quantidade dessas fibras eferentes no ARC
influencia a homeostase energética (45). Em 2014, Vogt et al., demonstraram em um
estudo de programacgao com camundongos C57BL/6 no qual a alimentacdo materna
continha alto teor de gordura, o comprometimento da formacdo dessas projecdes
neuronais para o0 alvo hipotalamico, causando obesidade e disturbios de
metabolismo da glicose na prole (46).

Em virtude de NPY/AgRP e POMC serem considerados neurdnios sensoriais
de "primeira ordem" (Figura 2) no controle da homeostase energética e responderem
a alteracdes nas flutuacées hormonais e de nutrientes associadas a alteracdes no

estado metabdlico (55), serdo descritos mais detalhadamente a seguir.

Figura 2 - Neurdnios e nucleos que controlam o balanco energético

POMC/CAR’

AgRP/NPY

Legenda: Peptideo relacionado ao agouti (AgRP); nucleo arqueado (ARC);
transcricdo regulada por cocaina e anfetamina (CART); eminéncia
mediana (EM); receptor de melanocortina 4 (MC4R); neuropeptideo Y
(NPY); pro-opiomelanocortina (POMC); nucleo paraventricular (PVN);
nudcleo ventromedial (VMH); terceiro ventriculo (3V).

Nota: A figura mostra a representacdo esquematica de cortes coronais do
hipotalamo na regido da EM com os principais neurdnios e nucleos
que fazem parte do sistema melanocortina no hipotalamo e estao
localizadas principalmente no ARC e VMH. Eles sdo chamados de
neurdnios de primeira ordem, pois recebem entrada direta de
horménios circulantes como leptina e insulina. Eles entdo sinalizam
neurdnios de segunda ordem no PVN.

Fonte: A autora, 2020.
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1.3.1 Neuropeptideos hipotalamicos

O NPY é um peptideo de 36 aminoacidos nomeado Y para identificar os
residuos de tirosina encontrados nos terminais C e N, bem como em outras trés
posi¢cdes na molécula. A maioria dos efeitos metabodlicos do NPY sdo mediados pelo
hipotalamo. O ARC ¢é a principal area hipotalamica da expressdo de NPY e seus
neurénios projetam seus ax6nios para o lado ipsilateral do PVN. A expressao de
NPY no hipotdlamo tende a aumentar com o0 jejum e diminuir ap6s a alimentacao
(56, 57).

Em 1996, Erickson et al. relatou que o NPY é produzido em maior quantidade
no hipotalamo de camundongos ob/ob (58). Estudos mostram que a injecéo
intracerebroventricular crénica de NPY em roedores normais imita o fenétipo de
deficiéncia de leptina (57, 59), incluindo obesidade, hiperfagia, termogénese
reduzida, fertilidade diminuida e inibicdo da producdo de horménio do crescimento.
Como o NPY medeia parte da hiperfagia e o metabolismo reduzido resultante da
completa auséncia de acdo da leptina em camundongos ob/ob, também pode
contribuir para formas de obesidade associadas a sinalizacéo prejudicada da leptina
(58).

Foram relatados seis subtipos de receptores para NPY (Y1-Y6) e todos
pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. As injecdes
intracerebroventriculares de NPY estimulam a ingestdo, preferencialmente de
carboidratos via receptores Y1 e/ou Y5 no PVN do hipotalamo de camundongos
(60).

O AgRP é um neuropeptideo orexigeno expresso de forma concomitante ao
NPY no ARC e age como um potente antagonista seletivo no receptor de
melanocortina 3 e 4 (MC3R e MC4R) (55, 61, 62). Um estudo demonstrou que a
ablacdo seletiva induzida de neurdnios que expressam AgRP em camundongos
adultos resulta em reducdo aguda da ingestao alimentar, demonstrando um papel
critico desses neurbnios na regulacdo da homeostase energética. Os neurbnios que
expressam AgRP e NPY neutralizam os neurénios que expressam POMC (63).

O POMC é um polipeptideo precursor e sua clivagem sequencial gera uma
variedade de peptideos menores biologicamente ativos, como o0 hormdnio

adenocorticotrofico (ACTH) e os hormdnios estimulantes de melanécitos (MSH) a, B
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e Yy, conhecidos como melanocortinas, bem como o ligante do receptor opioide beta-
endorfinal (B-EP1) (64, 65). O horménio estimulador dos melanécitos alfa (a-MSH) é
um peptideo anorexigeno presentes em neurbnios do hipotdlamo que atua como
ligante enddgeno para MC3R e MC4R para inibir a ingestao de alimentos (66, 67).

Estudos feitos com camundongos C57BL/6J obesos induzidos por dieta com
delecéo de todos os peptideos derivados de POMC mostraram que essas mutacdes
sdo capazes de gerar hiperfagia e obesidade (68, 69). Assim como em animais,
pesquisa em humanos com auséncia dos peptideos ACTH, a-MSH e B-EP1,
denominada sindrome de deficiéncia de POMC, resultou em obesidade de inicio
precoce, insuficiéncia adrenal e pigmentacdo vermelha dos cabelos, mostrando a
representatividade do gene POMC implicado na etiologia da obesidade humana.
(65).

1.4 Sinais periféricos de adiposidade

Em consonancia com a importancia dos neurdnios hipotalamicos na
fisiopatologia da obesidade, é importante ressaltar que hormdnios como a leptina e a
insulina funcionam como mensageiros de niveis de energia periférica para o sistema
nervoso central (SNC) (70) através de seus receptores (3). Um estudo mostrou que
a administracdo de insulina e leptina exdgena no sistema intraventricular de
camundongos C57BL/6J, diminui a ingestdo de alimentos com consequente perda
de massa corporal (71).

A capacidade da leptina e da insulina de controlar a homeostase energética é
anulada tanto em humanos com obesidade como em modelos animais obesos
induzidos por dieta (70), visto que ambos os hormdnios devem ultrapassar a BHE,
transportadas através de mecanismos saturaveis, que sao prejudicados pela
obesidade e patologias associadas, como por exemplo, a hipertrigliceridemia (72,
73).

Assim, € importante caracterizar 0s mecanismos que causam a resisténcia
hipotalamica a insulina e leptina, j& que ambas tém um papel central na perda do
controle coordenado da ingestdo alimentar e do gasto energético estabelecendo um

paralelo entre diabetes mellitus tipo 2 e obesidade (74).
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1.4.1. Leptina

Em 1994, a leptina foi descrita através da clonagem posicional do gene ob,
usando o modelo de camundongo ob/ob (75). A leptina (do grego leptos, que
significa fino), & expressa predominantemente no tecido adiposo, codifica uma
proteina de 167 aminoacidos cuja estrutura cristalina pertence a familia das citocinas
(76). A leptina circula no plasma de forma livre ou ligada a proteinas em proporcéao a
quantidade de tecido adiposo (77, 78). Consequentemente, 0os niveis de leptina
propagam informacdes sobre as reservas de energia do corpo para 0s centros que
regulam a homeostase energética (79).

A isoforma longa do receptor de leptina (ObRb) é o principal responsavel pela
sinalizagdo da leptina e parece mediar a maioria das suas ag0es fisioldgicas (79). No
hipotalamo, o ObRb é expresso de forma densa especialmente no ARC (80).

Em condi¢cdes normais, a leptina circulante atravessa a BHE e se liga ao
dominio extracelular de ObRb, que sofre uma alteracdo conformacional ativando
JAK2, que entdo fosforila outros residuos de tirosina no dominio intracelular de
ObRb para ativar cascatas de sinalizacdo. STAT3 é recrutada pela fosforilagdo do
residuo Tyrl138, permitindo sua dimerizacdo e subsequente translocacdo para o
ndcleo dando inicio a transcricdo de genes-alvo, como: PTP1B, PTPN2, PTPe¢,
EPAC1 e SOCS3, que é um inibidor da sinalizacdo de ObRb, sendo recrutado pela
fosforilacdo do residuo Tyr985, garantindo que a ativacdo do receptor ndo ocorra
além de um ponto fisiologicamente necessario (Figura 3.a). Na obesidade, os niveis
circulantes de leptina aumentam, o que esta associado a transporte diminuido de
leptina através da BHE e ativacdo dos sistemas inibidores de feedback negativo que
eventualmente levam a uma sinalizacdo ObRb reduzida. O aumento de acidos
graxos livres e a supernutricdo cronica causam lipotoxicidade e estresse do reticulo
endoplasmatico (RE) e desencadeiam respostas inflamatérias que podem contribuir
para o aumento da resisténcia a leptina (Figura 3.b) (70, 79).

A leptina também é capaz de ativar o substrato do receptor de insulina (IRS)
via fosfatidilinositol-3-quinase (PI13-K), que também €& o principal mecanismo

intracelular da cascata de sinalizacao da insulina (81).
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Figura 3 - Via de sinalizacao da leptina
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Legenda: (a) Em individuos com peso corporal normal; (b) Na obesidade. Barreira
hematoencefalica (BHE); troca de proteinas ativadas diretamente pelo AMP ciclico 1
(EPAC1); Janus quinase 2 (JAK2); forma longa do receptor de leptina (ObRb);
proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B); proteina tirosina fosfatase néo receptora tipo
2 (PTPN2); proteina tirosina fosfatase épsilon (PTPg); reticulo endoplasmatico (RE);
supressor de sinalizacdo de citocina 3 (SOCS3); transdutor de sinal e ativador da
transcri¢céo 3 (STAT3).

Fonte: Adaptado de Cui et al. (79).

1.4.2. Insulina

A insulina € um hormdnio produzido pelo pancreas endocrino e é um sinal de

adiposidade periférica para o SNC, ja que os niveis plasmaticos de insulina variam

diretamente com as alteracdes na homeostase energética. Por exemplo, ap6s uma

refeicdo ha a liberagéo de insulina e a subsequente ativacdo do seu receptor celular

indicando a disposicdo dos nutrientes absorvidos. Por outro lado, a privacdo de

alimentos induz respostas metabdlicas que requerem baixos niveis de insulina no

ambiente. Além disso, estados de deficiéncia sistémica de insulina como por

exemplo, no diabetes mellitus ndo controlado, esta associada a hiperfagia (56, 82).
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A acédo da insulina é iniciada quando a insulina se liga a receptores na
membrana plasmatica das células. Os receptores de insulina séo distribuidos de
forma anatomicamente heterogénea dentro do encéfalo, sendo expressos inclusive
no ARC (83, 84). Isso € consistente com a hipotese de que a insulina periférica atua
nos nucleos hipotalamicos para controlar o balanco energético (56).

Estudos mostram que a insulina ou compostos miméticos administrados em
regides do hipotdlamo de roedores demonstra uma forte evidéncia do papel
anorético da insulina no SNC, mostrando uma diminuicdo da ingestao de alimentos e
reducdo da massa corporal (85, 86). Por outro lado, camundongos com dele¢cao
especifica de receptor de insulina no SNC, tornaram-se obesos, dislipidémicos e

com aumento dos niveis periféricos de insulina (87).

1.5 Jejum Intermitente

O jejum é uma pratica importante em muitas religides, tanto para beneficios
espirituais quanto fisicos. Entretanto, pesquisas sobre regimes de jejum baseados
em costumes religiosos sé&o predominantemente observacionais como por exemplo,
durante o Ramada, uma pratica islamica para mulgumanos adultos saudaveis (8).

Uma meta-analise feita em 2012 mostrou que embora durante os periodos de
alimentacdo no Ramada ndo requererem restricdo de energia, a medida que a
ingestdo de alimentos e liquidos se torna menos frequente, podem ocorrer
alteragcbes na massa corporal. No entanto, essas mudancas de peso durante o
Ramada foram relativamente pequenas e principalmente revertidas apos o término,
retornando gradualmente ao status anterior ao jejum (88).

O jejum intermitente (JI) tem sido proposto como mecanismo adaptativo para
imitar ciclos de abundancia e escassez de alimentos no final do periodo paleolitico.
Assim, a pratica levaria a construcdo de um genétipo econémico, necessario para a
sobrevivéncia durante a privacao, utilizando as reservas de lipidios e glicogénio
durante o jejum e reabastecendo esses estoques de energia durante o periodo de
realimentacéo (89, 90).

O JI pode ser realizado com diferentes protocolos como uma possivel

abordagem a longo prazo para reduzir massa corporal (9). Entre esses regimes, 0
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jejum em dias alternados, que envolve 24 horas de jejum, durante as quais ndo séo
consumidas calorias, e 24 horas de alimentos e bebidas ad libitum (8), foi 0 modelo
escolhido para este estudo.

Jejum em dias alternados em roedores com obesidade induzida por dieta,
com comparacdo com a restricdo caldrica, na qual a ingestdo calérica diaria é
reduzida cronicamente em 20% a 40%, mas a frequéncia das refeicbes € mantida,
mostrou que o jejum foi capaz de reduzir a massa corporal, concentracdes séricas
de insulina, glicose em jejum, colesterol total (CT) e triacilglicerol (TAG) (91). Além
disso, o JI reduz a esteatose hepatica em camundongos (92), bem como a
expressao de genes inflamatérios e a proliferacdo de células que aumentam o risco
de cancer em humanos (10).

A hora do dia exerce um papel fundamental na integracdo da energia e do
metabolismo, bem como nos padrdes de secre¢cdo hormonal e no sono. Houve uma
evolugdo do organismo para restringir sua atividade em alguns horarios,
desenvolvendo um relégio circadiano enddgeno para garantir que 0S Processos
fisiol6gicos sejam realizados harmonicamente nos horarios ideais (93). Os ritmos
circadianos ocorrem ao longo dos ciclos claro-escuro de 24 horas e incluem
mudancas na biologia e comportamento (94).

O sinal de que o organismo esté alimentado parece ser a indicagdo de tempo
dominante para o ritmo circadiano, inclusive controlando as vias metabolicas. Assim,
consumir energia fora da fase normal de alimentacéo, ou seja, comer tarde da noite
em humanos, por exemplo, pode redefinir esse ritmo bioldgico e perturbar o balanco
energeético (8). Possivelmente, os efeitos benéficos do Jl possam ser mediados, pelo
menos em parte, através da redefinicdo do relégio circadiano mestre, localizado no
SCN do hipotalamo, levando a sincronia no metabolismo e na fisiologia do
organismo (94).

A adeséao ao Jl a longo prazo tem sido descrita como um obstaculo pela
intensa sensacdo de fome durante o periodo de jejum (9). Entretanto, os animais
desenvolveram adaptacdes comportamentais e fisiologicas, que podem aumentar
sua aptiddo geral, somada a uma resisténcia a lesdes e enfermidades (12). Em
consonancia com essas afirmacdes, ha influéncia do JI no controle da expresséao de
neuropeptideos hipotalamicos na homeostase energética em camundongos obesos
induzidos por dieta, através de um aumento de (65-75 %) da expressdo génica de
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NPY no ARC desses animais, além de diminuicdo de niveis periféricos de insulina e
leptina, reiterando a integragdo metabdlica periférica e central (9).

Além de suas ac¢des no hipotdlamo e na periferia, o jejum pode aumentar a
atividade da rede neuronal nas regides cerebrais envolvidas na cognicéo, resultando
na produc¢do do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), que desempenha um
papel critico na integracdo e otimizacdo de respostas comportamentais e
metabdlicas a ambientes com recursos energéticos limitados e intensa competicao,
além de inibir a ingestdo de alimentos e aumentar o gasto de energia no hipotalamo
(95). Assim, a fome pode ser um fator critico envolvido na resposta adaptativa
central e periférica ao desafio da privagédo de alimentos por longos periodos (91).

O surgimento de centros de medicina complementar e integrativa nos
principais hospitais universitarios de todo o mundo que utilizam, entre outras
praticas, nutricio e exercicio para prevenir e tratar enfermidades, evidencia o
interesse por intervengdes que substituam ou auxiliem terapias envolvendo somente
tratamentos farmacoldgicos. Entre as intervencfes alternativas para prevencao e
tratamento de doencas metabdlicas crbnicas, 0 jejum intermitente em suas
diferentes formas, evidencia um enorme potencial integrativo ao atendimento médico
padrao (96).
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2.1 Objetivo geral

Observar o efeito do jejum intermitente em camundongos obesos induzidos

por dieta sobre o metabolismo energético e os principais neurotransmissores no

nucleo arqueado do hipotdlamo, que controlam a fome/saciedade.

2.2 Objetivos especificos:

medir a massa corporal, ingestdo de alimentos e consumo de
energia;

mensurar os niveis plasmaticos de glicose e lipidios;

quantificar componentes da via de sinalizagdo da leptina
(JAK/STAT);

avaliar a expressdo génica de citocinas proé-inflamatérias em nivel
hipotalamico;

avaliar a expressao génica e proteica dos neuropeptideos NPY
(orexigeno) e POMC (anorexigeno).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas
no guia convencional para a experimentacdo com animais (Publicacdo NHI N°. 85-
23, revisado em 1996). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
para Cuidados e Uso de Animais Experimentais (CEUA) do Instituto de Biologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (protocolo n® CEUA 040/2016).

Para este estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem
C57BL/6J. Os animais foram mantidos em ambiente controlado de temperatura
(21£2° C) e umidade (60+10%), ciclos de luz de 12/12h claro-escuro, com acesso
livre 2 comida e a agua durante o ciclo escuro. O metabolismo e a ilhota pancreética
dos animais fizeram parte de estudos de outro pesquisador (92, 97, 98). Os
hipotalamos foram estudados em associacdo a duas dietas diferentes, com alto teor
de frutose e hiperlipidica. Os resultados foram submetidos e publicados no Journal
of Nutritional Biochemistry (99).

3.2 Dieta

As dietas experimentais foram feitas pela empresa Pragsolucdes (Jau, SP,
Brasil), seguindo as recomendac¢des da AIN-93, sendo a composicao detalhada na
Tabela 1.



34

Tabela 1 - Composicao e contetdo energético das dietas experimentais

COMPOSICAO (g/Kg) Grupos

C HL
Caseina 140 175
Amido de milho 620,7 348
Sacarose 100 100
Frutose - -
Oleo de soja 40 40
Banha de porco - 238
Fibra 50 50
Mistura de Vitaminas 10 10
Mistura de Minerais 35 35
Cistina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008
Total (g) 1000 1000
Energia (kJ) 15916 20920
Hidrato de carbono (%) 76 36
Proteina (%) 14 14
Lipidio (%) 10 50

Legenda: Grupo C (dieta controle); grupo HL (dieta hiperlipidica).
Fonte:  Adaptado de Aguila et al. (100).

Inicialmente, o0os camundongos com 12 semanas foram divididos
aleatoriamente em dois grupos (n=30 por grupo) e receberam dietas diferentes
durante um periodo de oito semanas. Um grupo recebeu dieta controle, designado
como grupo C. O outro grupo recebeu uma dieta hiperlipidica, designado como
grupo HL.

AplOs as oito semanas com as suas respectivas dietas experimentais, 0s
animais dos grupos C (n=30) e HL (n=30) serdo divididos novamente em dois
grupos nutricionais (n=15 por grupo), segundo o esquema de alimentacgao livre ou
jejum intermitente (J1). Os camundongos que receberam dieta livre mantiveram o
padrdo de sua alimentacdo sem modificagdo. Ja os animais submetidos ao Jl, foram
alimentados com sua dieta especifica em dias alternados com o jejum de 24 h. Os

grupos foram formados conforme o esquema representado na Figura 4.
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Figura 4 - Desenho experimental
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Legenda: dieta controle (C), dieta hiperlipidica (HL), jejum intermitente (JI).
Fonte: A autora, 2020.

3.3 Massa corporal, ingestdo de alimentos e consumo de energia

Uma vez por semana, a massa corporal (MC) foi mensurada (sexta-feira,
11h), e a ingestdo alimentar (g/dia) foi monitorada diariamente as 8 h, subtraindo-se
da quantidade total de alimentos oferecidos, a quantidade remanescente na caixa
apos 24 h. O consumo de energia foi o produto da ingestdo de alimentos pelo valor

energético da dieta (Kcal/g).

3.4 Sacrificio e extracéo de tecidos

Os camundongos foram mantidos em jejum por seis horas no dia
alimentado e parte deles receberam heparina (200 mg/kg) e foram submetidos a
anestesia profunda com injecao intraperitoneal de pentobarbital sédico (150 mg/kg),
em seguida abriu-se a caixa toracica e o coracdo foi exposto para a coleta por
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puncdo cardiaca (atrio direito) de amostras sanguineas, que em seguida, foram
centrifugadas em temperatura ambiente (120 g por 15 minutos), com a finalidade de
separar o plasma, sendo imediatamente estocados a -80° C até a realizacdo das
analises bioquimicas. Regibes do tecido adiposo foram dissecadas e pesadas
(gordura epididiméria localizada no abdome inferior e conectada ao epididimo;
gordura retroperitoneal presa a parede abdominal posterior perto dos rins; e gordura
inguinal, tecido adiposo subcutaneo entre a caixa toracica e a coxa). Os hipotalamos
desses animais foram removidos cuidadosamente com auxilio de um punch para
biopsia (3 mm), congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80° C para as
técnicas de biologia celular e molecular.

Outra parte dos camundongos foram profundamente anestesiados e
perfundidos transcardialmente com solucéo salina a 0,9% para a remocéo total do
sangue e, em seguida com solucao fixadora de paraformaldeido a 4% (PFA, tampao
fosfato 0,1 M, PBS, pH 7,4) (101). Os encéfalos foram isolados e rapidamente
imersos em uma solucdo de PFA a 4% (4 horas a 4° C). Posteriormente, foram
crioprotegidos com sacarose a 30% em PBS e mantidos durante a noite a 4° C. Os
cérebros foram congelados em meio de inclusédo especifico para corte (Tissue-Tek,
Sakura Finetek Europa, Holanda) e congelados em nitrogénio liquido. Finalmente, os
blocos foram seccionados em plano coronal, obtendo-se cortes com espessura
nominal de 25 um em criostato (Leica Biosystems modelo CM1860) a -16+2° C. Os
cortes foram aderidos a laminas previamente gelatinizadas, permanecendo a -20° C

até a realizacdo da imunofluorescéncia.

3.5 Andlises plasmaéticas

As amostras de sangue coletadas no momento da eutanasia dos
camundongos foram utilizadas para avaliar quantitativamente as concentragoes
plasmaticas de glicose, colesterol total e triacilglicerol feitas por método enzimatico
colorimétrico utilizando um espectrofotdmetro automatico e kits comerciais de acordo
com as instrugdes especificadas (Bioclin System Il, Quibasa, Belo Horizonte, MG,
Brasil).
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As concentragfes plasmaticas de insulina, leptina e adiponectina foram
realizadas em duplicata, utilizando kits de ensaio imunoenzimatico especificos para
camundongos (Rat/Mouse Insulin ELISA kit Cat (EZRMI-13K); Rat/Mouse Leptin
ELISA kit Cat (EZML- 82K); Rat/Mouse Adiponectin ELISA kit Cat (EZMADP-60K),
Millipore, Missouri, USA). Além disso, foi realizado o indice de resisténcia a insulina
em jejum: FIRi = glicose*insulina/25 (102).

3.6 Imunofluorescéncia e microscopia confocal a varredura laser

As laminas com o0s cortes previamente armazenados a -20° C foram
retirados do freezer para ambientacdo, alocadas em camara Umida e, em seguida,
tratadas com solugdo de PBS-Triton a 0,3% e bloqueadas com 5% de albumina de
soro bovino durante uma hora, imunomarcadas com o0s anticorpos primarios NPY e
POMC diluidos em PBS/BSA 1%, permanecendo em refrigeracdo durante a noite.
Na manha seguinte, as amostras foram lavadas e imunomarcadas com um anticorpo
secundario conjugado com fluor6foro Alexa, contra-corados com dicloridrato de 4,6-
diamino-2-fenilindole (DAPI, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO). Finalmente, as
laminas foram montadas com slow-fade (Invitrogen) com a finalidade de manter a
fluorescéncia. Os controles negativos foram obtidos pela omissdo dos anticorpos
primarios.

As imagens foram identificadas e obtidas em microscépio confocal a laser
(Nikon Confocal Laser Scanning Microscopy — Modelo C2; Nikon Instruments, Inc.,
New York, EUA) e um atlas foi utilizado para auxiliar a observagéo da citoarquitetura
das areas do hipotalamo, compreendendo o nucleo arqueado (ARC) correspondente
a regiao de bregma -1,23 mm a -2,79mm (103) ilustrada na Figura 5. Vale ressaltar

gue nessa faixa de bregma, o 3v assume diferentes configuragoes.
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Figura 5 - Citoarquitetura das areas do hipotalamo na regido do ndcleo arqueado
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Fonte: Paxinos e Franklin (103)

3.7 Western Blotting

A proteina total do hipotdlamo foi extraida usando tampéo de lise e
inibidores de protease. Posteriormente, o homogenato foi centrifugado por 10 min a
4 °C e o sobrenadante foi coletado. A concentracdo de proteina foi determinada com
o kit BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Apés a desnaturacao, as proteinas
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, EUA). As membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5%
diluido em tampéo salino com Tris (TBS-T, 20 mmol / L Tris / HCI, pH 7,4 e 500
mmol / L NaCl) a temperatura ambiente por 2 h para evitar ligacdo inespecifica.
Posteriormente, as membranas foram incubadas por um periodo de 12 horas,
aproximadamente, a 4 °C com 0s seguintes anticorpos primarios: POMC (30 kDa;
Santa Cruz Biotechnology, sc-20148), NPY (11 kDa, Santa Cruz Biotechnology, sc-
28943), B-actina (43 kDa ; sc-81178, foi utilizada como controle enddgeno). No dia
seguinte, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario por 1 h a
temperatura ambiente. A expressdo da proteina foi analisada por

guimioluminescéncia com reagente ECL e as imagens da banda foram capturadas
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com ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade da banda foi
quantificada com o software ImageJ (v. 1.49, NIH, ImageJ.nih.gov/ij, EUA).

3.8 gPCR

Os hipotadlamos e o tecido adiposo epididimario, dissecados previamente,
congelados em nitrogénio liquidos e estocados a -80° C, tiveram o RNA total
extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente,
adicionou-se cloroférmio PA sobre o material e este foi centrifugado (12 min a 120 g
a 4° C) para retirar residuos de DNA remanescentes. Ao sobrenadante coletado, foi
adicionado isopropanol e novamente centrifugado, desprezando-se o sobrenadante
das amostras e adicionando-se alcool 70 % para purificar 0 material genético. Em
seguida, o conteudo foi descartado, acrescentando-se agua deionizada para a
ressuspensdo do RNA. Finalmente, o material foi homogeneizado e levado ao banho
Seco por cinco minutos.

A concentracdo de RNA foi determinada usando a espectroscopia Nanovue
(GE Life Sciences), e 1 ug de RNA foi tratado com DNAse | (Invitrogen) para eliminar
qualquer residuo de DNA e depois foi adicionado EDTA para interromper a reacao.
A sintese do cDNA da primeira cadeia foi realizada usando primers Oligo (dT) e
transcriptase reversa superscript Il (ambos de Invitrogen) a partir do mRNA e ao
terminar a sintese, o material foi armazenado a -20° C. Para a analise, o material
reservado foi previamente retirado do freezer para ambientacdo e uma mistura de
agua deionizada, ROX, mix SYBRGreen (Invitrogen) e primer, foi adicionada para
gue o DNA fosse amplificado e quantificado. Apds a pré-desnaturacdo e ativacéo da
polimerase por 4 min a 95° C, 40 ciclos foram realizados (90° C por 10 seg e 60° C
por 15 seq) seguido de uma curva de fusao (60 a 95° C com taxa de aquecimento de
0,1° C/s). Os controles negativos foram feitos em pocos em que o cDNA foi
substituido por agua deionizada. O PCR quantitativo em tempo real (qPCR) usou um
sistema termociclador Step One Plus (Applied Biosystems).

Os primers (Figura 6) foram projetados usando o software Primer3 (104,
105) para Npy, Pomc, Leptina, Obrb, Socs3, Tnf-¢, II-13 e 1I-6. A p-actina foi utilizada

como controle enddgeno para normalizar a expressdo dos genes selecionados. A
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eficiéncia do qPCR para o gene alvo e controle endégeno sdo aproximadamente
iguais e foram calculados através de uma série de diluicdo de cDNA. A razdo de
expressdo do mRNA foi calculada pela equacdo 2!, onde -ACT representa a
diferenca entre o numero de ciclos (CT) dos genes alvo e do controle enddgeno
(106). A nomenclatura de genes e proteinas foi utilizada de acordo com o Comité

Internacional de Nomenclatura Genética Padronizada para Camundongos (107).

Figura 6 - Sequéncias dos primers utilizados no gPCR

Primer §’-3’ 3’-5

PBactin TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTCTTGAAGGTCTCAAA
1n1p ACGGATTCCATGGTGAAGTC CTCACAAGCAGAGCACAAGC
116 AGTTGCCTTCTTGGGAGTGA ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT
Leptin  CCTGTGGCTTTGGTCCTATC TGATGAGGGTTTTGGTGTCA
Npy TGGACTGACCCTCGCTCTAT TAGTGTCGCAGAGCGGAGTA
Obrb  ACACTGTTAATTTCACACCAGAG TGGATAAACCCTTGCTCTTCA
Pomc CATTAGGCTTGGAGCAGGTC CTTCTCGGAGGTCATGAAGC
Socs 3 CTTCAGCTCCAAAAGCGAGT AGCTGTCGCGGATAAGAAAG
Tnf a CCACCACGCTCTTCTGTCTA CTGATGAGAGGGAGGCCATT

Legenda: Interleucina (ll); neuropeptideo Y (Npy); forma longa do receptor de
leptina (Obrb); pré-opiomelanocortina (Pomc); supressor da sinalizagcdo
de citocina (Socs); fator de necrose tumoral (Tnf).

Fonte: Untergasser et al. (104) e Koressaar e Remm (105).

3.9 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo (DP). As
diferencas entre os grupos foram testadas com Analise de Variancia (ANOVA) de
Brown-Forsythe e Welch, ndo assumindo que as amostras eram homocedasticas, e
teste de comparacdo multipla T3 de Dunnett, indicado para amostras pequenas
(108).

Para a analise de interacao entre os tipos de dieta (dieta controle versus dieta
hiperlipidica) e o tipo de intervencdo (dieta versus Jl), foi utilizada a analise de

variancia ANOVA de dois fatores. O nivel de significancia P<0,05 foi considerado
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estatisticamente significativo (GraphPad Prism v. 8.3 para Windows, GraphPad
Software, La Jolla CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal, ingestao alimentar e ingestao energética

Inicialmente a MC do grupo HL nédo teve diferenca significativa quando
comparado ao grupo C. Na 82 semana a MC aumentou em +10 % no grupo HL em
contraste ao grupo C. No momento que foi iniciado o JlI na 82 semana a MC foi
progressivamente diminuindo com resultados significativos em relagdo as
contrapartes sem Jl. Na 122 semana a MC no grupo HL foi maior em +15 % em
relacdo ao grupo C. No entanto, o Jl diminuiu em -10 % a massa corporal nos
grupos CJI e HLJI em comparacdo aos seus homdlogos (Figura 7). A ingestédo
alimentar ndo apresentou diferenca entre 0os grupos durante todo o estudo.
Entretanto, a ingestdo energética foi maior em +25 % no grupo HL em contraste ao
grupo C, e em +27% no grupo HLJI alternativamente ao grupo CJI. A ingestéao
alimentar e energética cumulativa apresentaram uma reducédo de -50 % nos grupos
submetidos ao Jl em relacdo as suas contrapartes. Entretanto, nos grupos HL e
HLJI, a ingestdo energética total foi maior em +27 % e +24 %, respectivamente em

relacdo aos seus homoélogos (Tabela 2).
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Figura 7 - Massa corporal analisada ao longo do periodo experimental
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Legenda: Grupos: C (dieta controle), HL (dieta hiperlipidica), JI (jejum
intermitente).

Nota: Massa corporal analisada nos trés principais pontos do estudo: inicio
da ingestdo alimentar (semana 0), ap0Os introducdo da dieta
(semana 8) e protocolo de jejum intermitente (semana 12). Média +
DP (Semanas 0 e 8, n = 20 / grupo; semana 12, n = 10 / grupo), P
<0,05 quando: C vs. CJI (f), C vs. HL (*), CJI vs. HLJI (), HL vs.
HLJI (8).

Fonte: A autora, 2020.

Algumas mudancgas significativas foram observadas nos depdsitos de
gordura epididimaria, inguinal e retroperitoneal. O tecido adiposo epididimario foi
maior em +111 % no grupo HL quando comparado ao grupo C. O JlI foi capaz de
reduzir esse depdsito de gordura em -38 % no CJl e em -51 % no HLJI comparado
aos seus homologos. O tecido adiposo inguinal também foi maior no grupo HL em
+66 % em relacéo ao grupo C e menor nos grupos submetidos ao Jl em -22 % e -50
% quando comparados as suas respectivas contrapartes. Da mesma forma, o tecido
adiposo retroperitoneal foi maior no grupo HL em +64 % quando comparado ao

grupo C e em +42 % em relacdo ao grupo HLJI (Tabela 2).
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Tabela 2 - Ingestdo alimentar, consumo de energia, depdsitos de gordura e
parametros bioguimicos

Dados C CJl HL HLJI
Ingestao alimentar (g/dia

. . 2,22+0,12 2,28+0,19 2,15£0,08 2,15+0,09
alimentado/animal)
Ingestao alimentar (g/jejum/animal) 2,22+0,12 Ot 2,15+0,08 01
Ingestao alimentar total (g/animal) 66,48+3,49 34,32+2,85t 64,50£2,51 32,3111,46%

Consumo de energia (kJ/dia

) 35,93+1,21 35,51+£1,66 44 53+1,791 45,06+1,98
alimentado)

Consumo de energia total (kJ/animal) 1058+55,43 546145417 134945247 676+30,59%

TA epididimal (g) 0,39+0,03  0,24+0,06f 0,830,091 0,41+0,02%
TA inguinal (g) 0,19£0,01  0,15+0,02 0,32+0,03t 0,160,021t
TA retroperitoneal (g) 0,14£0,02  0,09+0,01 0,240,021t 0,140,041
Colesterol total (mg/dL) 115,7410,87 113,26+11,30 160,30+11,221 134,92+4,35%
Triacilglicerol (mg/dL) 63,82+234 61,50:6,56  101,53+2,981  66,68+9,87%

Legenda: Grupos, C (dieta controle), HL (dieta hiperlipidica); JI (jejum intermitente); TA, tecido
adiposo.

Nota: Os dados sao expressos como média e DP (n = 5/grupo). P<0,05, quando: 1#C; $#HL.

Fonte: A autora, 2020.

4.2 Andlises plasmaticas

Os animais do grupo HL apresentaram um aumento significativo nos niveis
plasmaticos de triacilglicerol (+60%) e colesterol total (+38%), quando comparado ao
grupo C, e uma reducdo nesses parametros no grupo HLJI (-34% e -16%),
respectivamente, em contraste a sua contraparte. Esses resultados estao
demonstrados na Tabela 2. A glicemia também aumentou em HL (+90%) versus C e
diminuiu no HLJI (-30%) versus HL. No entanto, HLJI foi maior em +32 % quando
comparado ao grupo CJI (Figura 8a).

A insulina (Figura 8b) e o FIRi (Figura 8c) se comportaram de maneira
similar aumentando no grupo HL quando comparados ao C (+60%) e (+203%),
respectivamente. O JI foi capaz de diminuir a resisténcia a insulina, visto que tanto a

insulina quanto o FIRi diminuiram no grupo HLJI versus HL (-25%) e (-48%). Ambos
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0s parametros foram maiores em HLJI (+21 %) e (+74 %) quando comparados ao

CJI, respectivamente.

Figura 8 - Andlises plasmaéticas (glicemia de jejum, insulina e FIRi)
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Legenda: (a) Glicemia de jejum, (b) Insulina, (¢) FIRi (indice de resisténcia a insulina) Grupos: C
(dieta controle), HL (dieta hiperlipidica), JI (jejum intermitente).
Nota: Os dados séo expressos como média e DP (n = 5/grupo). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Fonte: A autora, 2020.

A leptina apresentou um aumento de +184 % em HL versus C e de +102 %

em HLJI versus CJI. No entanto, HLJI foi menor em -32 % quando comparado a HL

(Figura 9a). Ja a adiponectina, sofreu uma reducdo de -55 % no grupo HL em
contraste ao grupo C e de -41 % no HLJI em relagcdo ao CJI. Entretanto, 0 grupo

HLJI aumentou em +30 % quando comparado a HL (Figura 9b).

Figura 9- Andlises plasmaticas (leptina e adiponectina)

*kk

50 *kk

20

Leptina (102pg/mL)

10F i \ ‘ ’
Cc CJl

HL

HLJI

Adiponectina (10°pg/mL) o

-
o
1

[ ]
% S
olo )
1
5 -
0 ' + + 4
[o] CJl HL HLJI

Legenda: (a) Leptina, (b) Adiponectina. Grupos: C (dieta controle), HL (dieta hiperlipidica), JI (jejum

intermitente).

Nota: Os dados sé&o expressos como média e DP (n = 5/grupo). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Fonte: A autora, 2020.
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4.3 Expressao génica e proteica

A expressado génica da leptina hipotalamica aumentou significativamente
em +276 % no grupo HL quando comparado ao grupo C. Entretanto, o grupo CJI foi
maior em +347 % contraste ao seu homélogo. Além disso, houve um decréscimo de
-88 % e -85 % em HLJI versus CJI e HL, respectivamente (Figura 10a). A leptina do
tecido adiposo epididimario aumentou em HL versus C em +318 % e diminuiu em -
66 % em relacdo ao seu homologo, que foi maior em +95 % quando comparado ao
CJl (Figura 10b). O receptor Obrb apresentou um declinio de -97% em HL em
relacdo ao C. No entanto, o grupo CJI foi maior em +510 % quando comparado a
sua contraparte. Adicionalmente, houve um aumento de 1908% em HLJI quando
comparado ao grupo HL e um decréscimo de -89% em HLJI versus CJI (Figura 10c).
A expressao do gene do Socs3 apresentou um aumento de +218 % em HL versus C

e de +130 % em CJI relacdo a sua contraparte (Figura 10d).

Figura 10 - Expressao génica no hipotalamo (Leptina, Obrb e Socs3)
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Legenda: (a) Leptina (hipotalamica), (b) Leptina (tecido adiposo epididimario), (c) Obrb (receptor de
leptina de cadeia longa), (d) Socs3 (supressor de sinalizacdo de citocina 3). Grupos: C
(dieta controle), HL (dieta hiperlipidica), JI (jejum intermitente).

Nota: Os dados sao expressos como média e DP (n = 5/grupo). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Fonte: A autora, 2020.
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A expressao génica das citocinas pré-inflamatérias 1I-6 (Figura 11a) e II-13
(Figura 11b) foram similares com um aumento significativo em CJI versus C (llI-6,
+728 %; II-13, +379 %), e em HLJI versus HL (II-6, +933 %; 1I-14, +612 %). O Tnf-«
(Figura 11c) aumentou em +126 % CJIl em relagdo a sua contraparte e reduziu em -

75 % no grupo HLJI quando comparado ao grupo CJI.

Figura 11 - Expressao génica no hipotalamo (Il 6, 1l-18 e Tnf-a)
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Legenda: (a) Il 6 (interleucina 6), (b) -1 (interleucina 1 beta), (c) Tnf-a (fator de necrose tumoral
alfa). Grupos: C (dieta controle), HL (dieta hiperlipidica), JI (jejum intermitente).

Nota: Os dados sao expressos como média e DP (n = 5/grupo). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Fonte: A autora, 2020.

A expressao génica do Npy (Figura 12a) aumentou em +289 % no grupo HL
quando comparado ao grupo C e em +203 % no grupo HLJI versus CJI. Em
contrapartida, a expressdo de Pomc (Figura 12b) reduziu em -94 % em HL em
relacdo ao C e em -50 % em CJI versus C.

A expresséo proteica de NPY (Figura 12c) foi maior nos grupos submetidos
ao JI, sendo em +34 % no grupo CJI versus C, e em +72 % em HLJI versus HL. A
expressao proteica de POMC (Figura 12d) diminuiu em -70 % em CJI em relacéo ao
grupo C. O grupo HL foi menor em -54 % quando comparado ao C. O jejum
aumentou a expressao proteica de POMC nos grupos HLJI em +275 % versus HL e

em +468 % versus CJI.
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Figura 12 - Expressdo génica e proteica no hipotdlamo (neuropeptideo Y e
neuropeptideo pro-opiomelanocortina)
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Legenda: (a) Npy (neuropeptideo Y), (b) Pomc (neuropeptideo pré-opiomelanocortina), (c) NPY e
bandas representativas, (d) POMC e bandas representativas. Grupos: C (dieta controle),
HL (dieta hiperlipidica), JI (jejum intermitente).

Nota: Os dados sao expressos como média e DP (n = 5/grupo). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Fonte: A autora, 2020.

4.4 Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal a Laser

Na regido do nucleo arqueado no hipotdlamo pode ser observada a
expressdo proteica dos neuropeptideos NPY (orexigeno) e POMC (anorexigeno)
através da intensa marcagdo em verde de NPY nas fibras nervosas ao redor do
terceiro ventriculo que ascendem do nucleo arqueado até o ndcleo paraventricular,
sobretudo nos grupos submetidos ao jejum (Figura 13). Em contrapartida, a

marcacao do neuropeptideo POMC foi menor em todos os grupos (Figural4).
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Figura 13 - Fotomicrografias de cortes coronais do hipotalamo (microscopia confocal
a laser) com marcacao de NPY

c CJI HL HLJI

B DAPI

B NPy

Legenda: 3v, terceiro ventriculo. Grupos: C (dieta controle), HL (dieta hiperlipidica), JI (jejum
intermitente).

Nota: Marcacéo de NPY (verde Alexa 488) e nlcleos em azul (DAPI). As &reas indicadas na linha
superior foram aumentadas e estdo apresentadas na linha inferior.

Fonte: A autora, 2020.

Figura 14 - Fotomicrografias de cortes coronais do hipotdlamo (microscopia confocal
a laser) com marcacao de POMC
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Legenda: 3v, terceiro ventriculo. Grupos: C (dieta controle), HL (dieta hiperlipidica), JI (jejum
intermitente).

Nota: Marcacéo de POMC (verde Alexa 488) e nulcleos em azul (DAPI). As areas indicadas na
linha superior foram aumentadas e estdo apresentadas na linha inferior.

Fonte: A autora, 2020.



50

4.5 ANOVA de dois fatores: dieta versus jejum intermitente

A Tabela 3 resume os efeitos da dieta, do JI e da interacdo entre ambos nos
resultados. Foram analisados dez parametros metabdlicos/biométricos e a
expressdo de onze marcadores moleculares no hipotdlamo/tecido adiposo branco
(gordura epididimaria). A dieta foi significativa em 9/10 dos dados de metabolismo
(90 %) e em 8/11 dos marcadores moleculares (73 %). O Jl foi significativo em 7/10
dos dados do metabolismo (70 %) e 8/11 dos marcadores moleculares (73 %). A
interacdo entre as intervencdes foi significativa em 6/10 dos dados metabdlicos (60

%) e 8/11 dos genes e proteinas expressos no hipotalamo (73 %).



Tabela 3 - ANOVA de dois fatores: dieta vs. jejum intermitente

% de variacao e teste de significancia

Dados Dieta Jejum intermitente Interacéo
% P % P % P

Biometria e Bioquimica

Adiponectina 88,10 <0,001 1,34 ns 2,28 ns
Colesterol total 63,25 <0,001 11,15 0,006 7,58 0,02
FIRi 58,30 <0,001 17,82 <0,001 17,80 <0,001
Glicemia 65,25 <0,001 12,94 <0,001 14,76 <0,001
Ingestdo alimentar ns ns ns ns ns
Ingestdo energética 90,39 <0,001 0,02 ns 0,08 ns
Insulina 56,77 <0,001 16,09 <0,001 13,61 0,001
Leptina 78,62 <0,001 9,07 <0,001 7,48 <0,001
Massa corporal (semana 12) 55,62 <0,001 30.34 <0,001 0,21 ns
Triacilglicerol 38,563 <0,001 28,94 <0,001 22,16 <0,001
Marcadores moleculares

-1 g 3,60 ns 80,22 <0,001 0,48 ns
-6 4,70 0,03 80,07 <0,001 2,32 ns
Leptina (hipotalamica) 2,56 ns 0,12 ns 83,08 <0,001
Leptina (TA epididimal) 4591 <0,001 28,68 <0,001 19,11 <0,001
Npy 70,12 <0,001 3,58 ns 0,12 ns
NPY ns ns 72,74 <0,001 6,31 0,04
Obrb 34,78 <0,001 27,76 <0,001 16.94 0,002
Pomc 69,40 <0,001 6,86 0,002 15,34 <0,001
POMC 14,02 <0,001 5,81 0,01 69,25 <0,001
Socs3 18,12 0,008 0,13 ns 49,60 <0,001
Tnfa 38,04 <0,001 10,05 0,02 29,56 <0,001

Legenda: indice de resisténcia a insulina (FIRi); interleucina (Il); neuropeptideo Y (Npy);
forma longa do receptor de leptina (Obrb); pré-opiomelanocortina (Pomc);
supressor da sinalizacéo de citocina (Socs); fator de necrose tumoral (Tnf).

Fonte: A autora, 2020.
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5 DISCUSSAO

A alimentacdo é uma das funcdes fisiologicas basicas, necessaria para a
manutencdo da homeostase fisiolégica. Um estado de homeostase energética
reflete o equilibrio entre consumo e gasto de energia. Essa harmonia é garantida e
modulada por sinais periféricos integrados pelo hipotalamo que refletem o estado
energético do corpo (2). Embora a dieta rica em gordura seja um potente indutor da
obesidade em camundongos, o JI demonstrou ser uma alternativa eficiente na
reducdo da massa corporal, melhorando o metabolismo lipidico e a glicemia (92).
Neste estudo, a massa corporal aumentou durante o consumo de uma dieta rica em
gordura até a oitava semana sem jejum, conforme esperado.

Os animais submetidos ao JI tém metade da ingestao caldrica dos animais
alimentados livremente. No entanto, esses animais ndo aumentaram sua ingestao
de alimentos para compensar os dias do Jl, ou seja, nos dias que se alimentavam ad
libitum ndo comiam demais por causa do jejum do dia anterior. Portanto, ndo houve
diferenca na ingestdo de alimentos ao longo do estudo, referente ao dia de
alimentacdo. Porém, houve uma diferenca na ingestdo acumulada de alimentos
(considerando todos os dias). Resultados anteriores do nosso grupo (92), bem como
de outros (9), concordam com os presentes achados. No entanto, o consumo de
energia foi maior no grupo HL, fato que pode ser atribuido a maior composicao
caldrica da dieta hiperlipidica.

Como resultado, também ocorreram alteragbes no metabolismo lipidico e na
glicemia. O JI diminui o total de horas disponiveis para a ingestao de alimentos e,
portanto, pode reduzir o consumo total de energia, porque, embora a dieta seja
irrestrita em outros dias, o déficit calorico gerado pelo jejum ndo é compensado.
Deste modo, reduz-se o risco de obesidade (8, 9).

Nossos achados corroboram pesquisas anteriores sobre JI, mostrando uma
diminuicdo na massa corporal e melhorando os parametros bioquimicos (8, 9, 92,
109, 110).

A leptina plasmatica geralmente aumenta na obesidade e, quando € incapaz
de impedir o ganho de peso, indica resisténcia a leptina (111). O presente estudo
demonstrou um aumento significativo da leptina plasmatica em camundongos

obesos, corroborando a hipotese de resisténcia a leptina. Nos grupos submetidos ao
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jejum, os niveis plasmaticos de leptina diminuiram. Um estudo recente sugeriu que
essa diminuicdo também pode estar ligada a melhora do metabolismo de
carboidratos (92). Ao contrario da leptina, a adiponectina foi reduzida no grupo HL, e
mostrou um aumento significativo com o JI. A deficiéncia de adiponectina prejudica o
metabolismo lipidico e induz a resisténcia a insulina, aumentando o risco de lesdo
vascular e aterosclerose (111).

Nossos achados também demonstraram um aumento da insulina plasmatica
no grupo HL, o que €& esperado no camundongo C57BL/6 devido a sua
predisposicdo ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes mellitus e
obesidade (112, 113), e houve reducao da insulina plasmética apés o JI.

Além das consequéncias metabdlicas, é importante observar os efeitos
neurais do JI em camundongos expostos a obesidade induzida por dieta. Shu Lin et
al. demonstraram que niveis elevados de leptina plasméatica causados pelo consumo
de uma dieta rica em gordura podem levar a regulacdo negativa do receptor de
leptina no cérebro (6). Na auséncia de obesidade, a leptina esta predominantemente
ligada ao seu receptor. Por outro lado, na obesidade, altos niveis de leptina livre
ativa no cérebro dessensibilizam o receptor e aumentam a resisténcia a leptina (79,
114). Nossos achados sugerem uma diminui¢cdo do receptor Obrb no grupo HL. A
expressdo do gene da leptina aumentou no grupo HL, sugerindo resisténcia a
leptina. Varios estudos mostram a relacdo entre o aumento da expressdo do gene
Socs3 e a resisténcia a leptina em resposta a obesidade induzida por dieta (112,
115-117). Um estudo feito com camundongos C57BL/6 com deficiéncia
heterozigética de Socs3 apresentou maior sensibilidade a leptina e perda de peso
expressiva (118). O presente estudo aponta para um aumento significativo da
expressdo de Socs3 em animais alimentados com dieta hiperlipidica, corroborando
com a hipétese de resisténcia a leptina. Sendo o hipotadlamo a regido do cérebro
responsavel pela integracdo de sinais que refletem o status metabdlico do
organismo e a regulacdo da homeostase energética, é facil entender por que essa
area é tao suscetivel aos efeitos da dieta hiperlipidica.

Os neuropeptideos NPY e POMC patrticipam da regulacéo energética (119). A
expressdo do gene Npy no ndcleo argueado foi aumentada no grupo HL, como
esperado em camundongos obesos que superexpressam neuropeptideos
orexigénicos, gerando hiperfagia em resposta, enquanto a expressdo de Pomc foi

reduzida, o que concorda com a literatura (120). Além disso, foi observado no
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presente estudo um aumento na expressao da proteina NPY nos grupos submetidos
ao JI comparado a grupos alimentados ad libitum, o que ja é esperado visto que a
privacdo de alimentos aumenta a liberacdo de NPY no ARC e PVN (121). Embora o
grupo HL tenha reduzido os niveis de NPY, essa questdo € controversa, porque
estudos mostraram que uma dieta rica em gordura, por exemplo, reduz os niveis de
NPY (122, 123), enquanto outros estudos mostraram que uma dieta rica em gordura
estava associada a niveis aumentados de NPY (124, 125). Curiosamente, a
expressao da proteina POMC também aumentou no grupo HLJI quando comparado
ao seu homologo, sugerindo uma possivel melhora na resposta anorexigénica.

Estes dados foram confirmados pela presenca desses neuropeptideos em
microscopia confocal a laser. Os neurdnios anorexigénicos mais estudados no ARC
sdo 0s neurdnios pro-opiomelanocortina (POMC), pois sintetizam o POMC, que
pode ser clivado em varios peptideos, como a cocaina e a transcri¢cdo regulada por
anfetamina (CART), que diminuem a ingestdo de alimentos. A maioria desses
peptideos estd no ndcleo arqueado e se estende principalmente para as areas do
ndcleo paraventricular, hipotdlamo lateral e tronco cerebral, todos associados ao
controle do balanco energético (126).

Durante o desenvolvimento fetal, ha uma grande expressdo do gene Pomc
nos neurdnios localizados ventralmente no diencéfalo em desenvolvimento que
contém os progenitores de uma fracdo da rede POMC hipotalamica adulta (127). A
leptina pela via JAK2/STAT3 estimula a expressao do gene Pomc no hipotalamo
(128), o qual €& expresso em milhares de neurbnios do hipotalamo (126).
Camundongos com delecdo do gene Pomc foram a prova definitiva de que
peptideos derivados de POMC sdo cruciais para a regulacdo da homeostase
energética (129). Esses camundongos apresentam hiperfagia, causando ganho
excessivo de massa corporal (64). Aléem disso, estudos mostram que mutacdes
genéticas no gene Pomc causam obesidade em humanos (130, 131).

A inflamag&o hipotalamica tem sido correlacionada ao desenvolvimento e
progresséo da obesidade, além de ser considerada o principal fator de desregulacéao
dos mecanismos celulares que medeiam a fisiopatologia da obesidade (132). O ARC
do hipotalamo € um dos alvos mais importantes das citocinas pré-inflamatorias de
acao central (133). Na obesidade induzida por dieta, a inflamagdo ocorre no
hipotalamo mediobasal (MBH), que contém o ARC e a eminéncia mediana (EM)

(134). De Souza et al., em 2005, descreveram a inflamacgéo associada a obesidade
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ativando vias inflamatérias no hipotadlamo de animais alimentados com dieta
hiperlipidica por 16 semanas, resultando na regulacéo positiva de Tnf-a, II-18 e II-6
(74). Em nossos experimentos, apesar da dieta rica em gordura administrada por 8
semanas ter causado obesidade nos animais, ndo houve uma resposta inflamatéria
local no hipotdlamo, o que pode ser uma limitacdo do nosso estudo. Um estudo
recente em camundongos C57BL/6 submetidos a um protocolo alimentar
comparavel ao utilizado ndo mostrou diferencas na expressao génica de Tnf-a e 1I-6
no hipotdlamo entre os grupos C e HL (135). Os dados sdo consistentes com 0
conceito de inflamacao de baixo grau que ocorre no desenvolvimento e manutencgéo
da obesidade (136, 137). Curiosamente, em nossos achados, as citocinas pro-
inflamatérias II-718 e 1I-6 aumentaram nos grupos submetidos ao JI, mas o Tnf-a
diminuiu no grupo HLJI, levantando uma importante questdo da utilizacdo do JI a

longo prazo para tratamento coadjuvante em disturbios metabolicos.
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CONCLUSAO

Os achados do nosso estudo demonstraram o efeito do JlI na reducdo da
massa corporal, na melhora do metabolismo lipidico e sensibilidade a insulina, bem
como na leptina e adiponectina a nivel periférico. Além disso, o Jl foi capaz de
reduzir uma provavel resisténcia central a leptina ocasionada pela dieta hiperlipidica,
aumentando também a expressdo do seu receptor no hipotalamo. Entretanto, houve
um aumento na expressdo hipotalamica de marcadores proé-inflamatérios nos
camundongos, sugerindo que o Jl pode ter efeitos adversos que devem ser mais
investigados para que se institua o mesmo como medida ndo farmacoldgica no
tratamento de distirbios metabdlicos. A Figura 15 mostra resumidamente o0s
principais efeitos periféricos e centrais do J| em camundongos obesos induzidos por
dieta.

Figura 15 - Representacdo gréafica resumida dos principais efeitos periféricos e
centrais obtidos do jejum intermitente em camundongos obesos
induzidos por dieta
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Legenda: Indice de resisténcia a insulina (FIRi); dieta hiperlipidica (HL); jejum intermitente (J1);
massa corporal (MC); colesterol total (CT); triacilglicerol (TAG); interleucina (ll);
neuropeptideo Y (Npy); forma longa do receptor de leptina (Obrb); pré-opiomelanocortina
(Pomc).

Fonte: A autora, 2020.
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