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RESUMO

SILVA, Renata Ribeiro da. Efeito hipotalamico do jejum intermitente em
camundongos alimentados com frutose. 2020. 72 f. Dissertagéo (Mestrado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Atualmente estamos expostos a alimentos ricos em frutose, levando a um
namero crescente de disturbios metabolicos, como a hiperleptinemia. A leptina regula
a ingestdo de alimentos através da sua atuacdo no hipotalamo. Por outro lado, existe
uma busca continua para uma vida mais saudavel. Assim, o objetivo do trabalho foi
estudar os efeitos do jejum intermitente (JI) sobre a sinalizacdo da leptina e dos
neurotransmissores que controlam o apetite/saciedade e a inflamagé&o hipotalamica
em camundongos alimentados com dieta rica em frutose, como uma alternativa aos
problemas causados por essa dieta, ja que o JI pode melhorar a salde de pessoas
com doencas crénicas, modulando fatores de riscos metabdlicos e funcionais.
Camundongos C57BL/6 machos com 12 semanas de idade foram divididos em dois
grupos, controle (C, dieta controle) e rico em frutose (HFru, dieta rica em frutose),
durante 8 semanas. ApoOs esse periodo, os animais foram divididos em 4 grupos, 0s
que receberam ragdo ad libitum e os que fizeram JlI (24h alimentado/24h de jejum):
controle (C), rico em frutose (HFru), C-JI (controle-JI) e HFru-JI (rico em frutose-Jl)
durante 4 semanas, totalizando 12 semanas de experimento, momento em que 0S
animais foram eutanasiados. A ingestao de frutose foi capaz de aumentar o colesterol
total, triacilglicerol, glicemia, insulina, indice de Resisténcia a Insulina em Jejum (FiRi),
leptina e reduzir a adiponectina plasmatica, enquanto o Jl reduziu a massa corporal
(MC) dos animais e melhorou todos os parametros citados. Apesar do protocolo de Ji
e perda de peso, ndo houve diferenca no consumo alimentar e energético dos grupos.
Os marcadores inflamatérios tiveram sua expressado génica hipotalamica aumentada
apos no grupo C-JI. O JI, assim como a frutose aumentou a expressao da Leptina
hipotalamica e também a expressdo de Obrb e Socs3 nos grupos C-JI e HFru,
entretanto houve diminuicdo da expressao destes marcadores (Obrb e Socs3) no
grupo HFru-Jl. Foi observado aumento da expressao génica de Npy e Pomc no grupo
HFru-JI e reducdo do Pomc nos grupos HFru e C-JI. Na imunofluorescéncia foi
observado uma intensa marcacéao verde ao redor do terceiro ventriculo que indicou a
presenca de NPY, sendo mais acentuada nos animais submetidos ao Jl, enquanto
para POMC, uma marcacdo verde menos intensa foi detectada nos grupos,
principalmente nos grupos HFru e HFru-JI. Em concluséo, o JI foi capaz de diminuir a
MC ao longo do estudo e beneficiar o metabolismo lipidico, glicémico e a sensibilidade
a insulina, a adiponectina e a leptina plasmatica. No entanto, ocorreu um aumento de
marcadores inflamatérios hipotalamicos em camundongos submetidos ao JI, que, a
longo prazo pode levar ao desequilibrio do balanc¢o energético corporal e da ingestao
alimentar. Além disso, o JI levou ao aumento da leptina hipotalamica com provavel
resisténcia a leptina. Portanto, ainda ndo podemos dizer, com seguranc¢a, que o Jl
pode ser usado como um tratamento nao farmacologico para doencas metabdlicas.

Palavras-chave: Frutose. Leptina. Hipotalamo. Inflamag&o. Intervencéo dietética.



ABSTRACT

SILVA, Renata Ribeiro da. Hypothalamic effect of intermittent fasting in fructose-fed
mice. 2020. 72 f. Dissertagédo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

We are currently exposed to foods high fructose, leading to an increasing
number of metabolic disorders, such as hyperleptinemia. Leptin regulates food intake
by acting on the hypothalamus. On the other hand, there is a continuous search for a
healthier life. Thus, the objective of the work was to study the effects of intermittent
fasting (IF) on the signaling of leptin and neurotransmitters that control appetite/satiety
and hypothalamic inflammation in mice fed a high fructose diet, as an alternative to the
problems caused by this diet, since the IF can improve the health of people with chronic
diseases by modulating metabolic and functional risk factors. C57BL / 6 male mice at
12 weeks of age were divided into two groups, control (C, control diet) and high in
fructose (HFru, high fructose), for 8 weeks. After this period, the animals were divided
into 4 groups, those that received ad libitum food and those that did JI (24h fed / 24h
fasting): control (C), high fructose (HFru), C-JI (control- IF) and HFru-IF (high fructose-
IF) for 4 weeks, totaling 12 weeks of experiment, when the animals were euthanized.
Fructose intake was able to increase total cholesterol, triacylglycerol, glycemia, insulin,
Fasting Insulin Resistance Index (FiRi), leptin and reduce plasma adiponectin, while Ji
reduced the animals' body mass (BM) and improved all parameters cited. Despite the
IF protocol and weight loss, there was no difference in the food and energy
consumption of the groups. The inflammatory markers had their hypothalamic gene
expression increased afterwards in the C-IF group. IF, as well as fructose increased
the expression of hypothalamic Leptin and also the expression of Obrb and Socs3 in
the groups C-IF and HFru, however there was a decrease in the expression of these
markers (Obrb and Socs3) in the group HFru-IF. An increase in Npy and Pomc gene
expression was observed in the HFru-IF group and a reduction in Pomc in the HFru
and C-IF groups. Inimmunofluorescence, an intense green mark was observed around
the third ventricle that indicated the presence of NPY, being more pronounced in
animals submitted to IF, while for POMC, a less intense green mark was detected in
the groups, mainly in the HFru and HFru-IF- groups. In conclusion, IF was able to
decrease BM throughout the study and benefit lipid, glycemic metabolism and
sensitivity to insulin, adiponectin and plasma leptin. However, there was an increase
in hypothalamic inflammatory markers in mice submitted to IF, which, in the long run,
can lead to an imbalance in the body's energy balance and food intake. In addition, IF
led to an increase in hypothalamic leptin with probable leptin resistance. Therefore, we
cannot yet say with certainty that IF can be used as a non-pharmacological treatment
for metabolic diseases.

Keywords: Fructose. Leptin. Hypothalamus. Inflammation. Dietary intervention.
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INTRODUCAO

O consumo de alimentos industrializados resultou em aumento significativo no
consumo de acucares, incluindo a frutose. O aclUcar de mesa (sacarose) € um
dissacarideo composto por uma molécula de frutose e uma de glicose. A frutose é um
monossacarideo presente naturalmente em alimentos como frutas, cana-de-acucar,
beterraba, mel, entre outros. Por ter sabor mais doce que a glicose e a sacarose, a
industria alimenticia utiliza a frutose como um de seus principais adocantes.
Formulagdes com alto teor de frutose, vendidas na forma de xarope de milho rico em
frutose, sdo a principal forma empregada para adicionar frutose aos alimentos®. A
pratica do uso da frutose em alimentos industrializados teve inicio na década de 70,
em parte pelo baixo custo da frutose frente ao acgucar extraido da cana-de-acucar, e
por se misturar facilmente ao alimento processado, aumentando assim sua
palatabilidade®. O consumo de xarope de milho rico em frutose aumentou nas Gltimas
décadas por ter se tornado o adocante preferido das industrias alimenticias, gracas
ao seu maior poder adocante, maior vida util, menor custo e capacidade de manter a
umidade mais duradoura nos alimentos®. Sendo assim o consumo per capita de
frutose dietética aumentou 100 vezes®. Esse consumo téo alto de frutose tem o seu
preco e uma das consequéncias € a predisposi¢ao ao desenvolvimento da resisténcia
a insulina® ®, Dentre os eventos propostos que poderiam explicar o desenvolvimento
da resisténcia a insulina é o aparecimento da resisténcia a leptina que favorece o
aumento do consumo alimentar e, consequentemente, aumento da deposicdo de
gordura corporal®. E sempre bom lembrar que todos os maleficios atribuidos a
ingestao de frutose séo devido a frutose industrializada consumida em excesso e hao
a frutose natural dos alimentos(®).

O sistema regulatério do apetite, localizado primordialmente no hipotalamo,
necessita informagéo aferente sobre a condicdo nutricional do corpo e niveis de
estoque de energia para controlar o consumo alimentar. Esta informacgé&o aferente se
da, principalmente, por meio da leptina, um horménio sintetizado nos adipdcitos,
componente do complexo sistema fisioldgico que regula o armazenamento, equilibrio
e utilizacao de energia pelo organismo®. A leptina existente na circulagdo sanguinea
se liga a receptores de leptina de forma longa (OBRbs) no cérebro, levando ao sistema

nervoso central (SNC) um sinal de saciedade que reflete a quantidade existente de
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energia em forma de gordura no corpo. Agindo por intermédio destes receptores que
fazem uso da via janus quinase/transdutor de sinal e ativador de transcricdo
(JAK/STAT) de transducédo do sinal intracelular, a leptina modifica a expresséao e a
atividade de inumeros peptideos hipotalamicos que regulam o apetite e o gasto de
energia0).

Atualmente, estamos expostos a um ambiente com alimentos excessivamente
industrializados e ricos em frutose, onde um numero cada vez maior de pessoas
apresenta algum distarbio metabdlico. Por outro lado, estamos em busca de uma
solucdo para se ter uma vida longa e saudavel. A genética é fundamental, mas entre
os fatores ambientais, o que podemos interferir € a nossa alimentacdo. E uma das
intervencdes mais estudada em humanos e em modelos animais, € a restricao
energeética, e dentre esse mote, o jejum intermitente (JI) se adequa perfeitamente. Em
varias espécies de animais, a restricdo energética, iniciada no comego ou no meio da
vida e mantida por um longo periodo, aumenta a longevidade®. O JI é uma
intervencao dietética que envolve ciclos de jejum e alimentacdo, como por exemplo,
24 horas de jejum, seguidos de 24 horas de alimentac&o?. Esta é uma pratica antiga,
que possui uma variedade de formatos@®. Este tipo de intervengdo tem grande
aceitacdo pelas pessoas® porque é mais facil diminuir o consumo de alimentos em
dias especificos do que diariamente®. Estudos mostram que diferentes protocolos
de JI sdo capazes de melhorar a salide de pessoas com doencgas cronicas®® e ja se
sabe que o JlI pode amenizar as alteraces no metabolismo dos carboidratos e de

lipidios em animais alimentados com dieta hiperlipidica e dieta rica em frutose7-19),

A partir deste cenario, foi criada a hipotese para este trabalho, a de que o JI
poderia trazer beneficios para animais que receberam dieta rica em frutose. Uma
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares que o JI desencadeia no
hipotalamo de camundongos que receberam dieta rica em frutose ndo sO poderia
explicar o fenbmeno da fisiologia do comportamento alimentar, mas também revelar
abordagens nutricionais para a prevencéo e tratamento de doengas metabdlicas.

Durante a leitura deste trabalho, sera apresentada uma revisdo da literatura
com um breve relato de tOpicos acerca do tema. Em seguida, descreveremos 0s
objetivos definidos durante a elaboracdo do projeto. Os materiais e métodos
apresentardo o desenho experimental planejado e executado durante todas as etapas
da realizacdo do trabalho, desde a manutengdo dos animais no biotério até a
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execugao dos experimentos. Ao final, descreveremos os resultados encontrados e
posteriormente havera a discussdo desses resultados, relacionando-os com o que ja
esta descrito na literatura. Durante a elaboracdo do estudo, um artigo cientifico foi
redigido e submetido para revista internacional Journal of Nutritional Biochemistry que

atualmente encontra-se sob analise.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Frutose

A frutose € um monossacarideo, um acgucar simples com uma formula quimica
(CeH1206) semelhante a da glicose. Ela difere da glicose pela presenga de um grupo
cetona ligado ao carbono 2 da molécula, enquanto a glicose apresenta um grupo
aldeido no carbono 1. Assim, a frutose contendo o grupamento carbonila no final da
cadeia, quando hidrolisada, fornecera cetona, e sera denominada cetohexose. A
glicose, por sua vez, quando hidrolisada, dara origem a aldeido, sendo chamada de
aldohexose®9),

As fontes naturais de frutose incluem principalmente frutas, mel e vegetais.
Embora a frutose livre esteja presente em quantidades significativas em frutas,
atualmente a maior fonte de frutose na dieta € na forma de frutose industrializada
adicionada em sobremesas, doces, refrigerantes e outras bebidas adocadas®? ou
como xarope de milho rico em frutose®@? 23). A frutose vem sendo muito utilizada na
indUstria por ser o acglUcar mais doce entre todos os carboidratos produzidos
naturalmente®¥, ela é pelo menos 1,5 vezes mais doce que a sacarose e é barata de
produzir. No passado, a ingestdo de frutose era entre 16 e 20 g/dia, no entanto,
atualmente, o consumo de frutose pode atingir 60-150 g/dia, principalmente se
somada a frutose proveniente da sacarose(@),

O xarope de milho rico em frutose € um adocante e conservante comum
produzido por isomerizacdo enzimatica industrial de glicose a frutose. Embora o
xarope de milho rico em frutose possa conter até 90% de frutose, a maioria dos
xaropes de milho rico em frutose usados em bebidas contém cerca de 55% de frutose.
O consumo de xarope de milho rico em frutose aumentou nas ultimas décadas em
grande parte devido ao aumento do consumo de bebidas e alimentos adogados com
ele, incluindo bebidas e sucos gaseificados, cereais matinais, paes e outros produtos
assados, frutas enlatadas e geleias, condimentos e sobremesas preparadas®?,

Estudos mostram que a sobrecarga de frutose em camundongos leva a
alteracdes metabdlicas, incluindo resisténcia a insulina, hiperleptinemia, dislipidemia,

além de diminuicdo da adiponectina®, hiperuricemia e hipertensdo arterial
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sistémica®. Esses fatores estdo intimamente relacionados a producdo anormal de
citocinas inflamatdrias e a ativacédo de uma rede de vias de sinalizacdo inflamatéria®®).

Vale ressaltar que em modelos experimentais se utiliza até 50% de frutose do
total de energia adicionada a dieta. Este € um modelo bastante utilizado para o estudo
de efeitos do consumo excessivo de frutose, e valores de 50% do valor energético
total de frutose na dieta ndo sdo tdo distantes da realidade quando aplicados a
populacdo humana, pois é o equivalente a cerca de 250 g/dia de frutose, uma
guantidade facilmente alcancada com a ingestdo de refrigerantes e alimentos
ultraprocessados®@”. Por isso, os dados obtidos em estudos com esta sobrecarga de
frutose podem ser usados como projecdes do que pode acontecer no organismo de
humanos.

Na pratica nutricional, a ingestdo de frutose presente nas frutas tem efeitos
benéficos, pois além das frutas in natura possuirem cerca de 3-8 g de frutose por 100
g, ou seja, uma baixa quantidade de frutose, elas também contém fibras e outros
nutrientes que trazem beneficios a salde, como vitaminas, minerais, e compostos

como o &cido clorogénico e resveratrol®),

1.1.1 Metabolismo da Frutose

Apesar da similaridade na estrutura quimica (CeH1206), frutose e glicose sao
metabolizadas de maneiras completamente diferentes e utilizam diferentes
transportadores. O transporte da frutose difere da glicose e ocorre de maneira
independente de insulina®). Embora o figado seja o principal responsavel pela
metabolizacdo da frutose ingerida, o intestino pode metabolizar até 30% de uma carga
oral de frutose. Todas as enzimas frutoliticas sdo altamente expressas no intestino
delgado e principalmente no jejuno, onde sédo observados 0s niveis mais altos do
transportador de glicose 5 (GLUT5)@9, Sendo assim, o intestino é capaz de converter
a frutose em glicose e outros metabdlitos circulantes e proteger o figado da exposi¢cao
a frutose; entretanto, grandes quantidades de frutose podem superar essa capacidade
de protecdo™, visto que a capacidade do intestino de absorver frutose é saturavelG9).
Jang et al.® resumiram que o equilibrio entre o consumo de frutose e a capacidade

intestinal de eliminacéo dela determinaria a exposicéo do figado a frutose na dieta e,
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assim, a toxicidade da frutose, e que a extensdo da passagem de frutose nao
metabolizada através do intestino delgado para o figado depende da dose de frutose
ingerida®.

No intestino delgado a frutose, seja aquela proveniente da ingestédo de frutose
pura, ou da digestao da sacarose, é lentamente transportada do limen intestinal para
o citosol do enterdcito através do transportador GLUT5, que predominantemente
transporta a frutose. O GLUT5 localiza-se na parte apical do enterdcito e € expresso
abundantemente também no tdbulo proximal dos néfrons, especificamente no
segmento 3 (S3)@D. O transporte especifico da frutose nesta fase através do GLUT5
nao requer hidrolise de trifosfato de adenosina (ATP). Uma vez dentro do enterécito a
frutose difunde-se para a circulacdo sanguinea via outro transportador, o GLUT2,
localizado na parte basolateral do enterécito, que transporta frutose ou glicose®?),
Dessa maneira, uma grande quantidade de frutose chega ao figado®d, via
transportador GLUT2, onde sofre metabolismo de primeira passagem pela acéo de
uma enzima altamente seletiva para frutose, a frutoquinase, que é expressa no figado,
intestino delgado e rim de humanos e de roedores®4. Essa etapa do metabolismo da
frutose, diferentemente do que ocorre para a glicose, ndo possui um sistema de
feedback negativo e pode gerar deplecdo de ATP, ocorrendo a formacdo de
monofosfato de adenosina (AMP) que, por sua vez, € metabolizado pela AMP
deaminase produzindo acido Urico dentro das células®®. A acdo da aldolase b sobre
a frutose-1l-fosfato tem como produto o gliceraldeido e o fosfato de
dihidroxiacetona(®®), ambos podem ser convertidos em gliceraldeido-3-fosfato e formar
glicose apo6s a gliconeogénese convencional®”. O gliceraldeido e o fosfato de
dihidroxiacetona podem convergir rapidamente para a via glicolitica fornecendo
piruvato e liberando energia. Ou seguir outro caminho na via metabdlica ao ser
reduzido a glicerol-3-fosfato, 0 que é necessario para a sintese de lipidios. A frutose
pode entrar de forma continua nesta via metabdlica e resultar em uma grande

producao de triacilglicer6is®®), levando ao acimulo de lipidios no figado®® (Figura 1).
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Figura 1 - Metabolismo da frutose
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Nota: A primeira etapa do metabolismo da frutose estéa relacionada a conversao a frutose-1-fosfato ou

frutose-6-fosfato, ocorrendo principalmente a converséo em frutose-1-fosfato, visto que a frutose
tem baixa afinidade pela hexoquinase, portanto, ela é preferencialmente metabolizada pela
frutoquinase. A etapa de conversdo de frutose para frutose-1-fosfato pela frutoquinase pode
gerar deplecéo de ATP, levando a formacdo de AMP que é metabolizado produzindo 4cido urico
dentro das células. A frutose-1-fosfato € entdo metabolizada pela aldolase B, convertendo-a em
2 produtos, fosfato de dihidroxiacetona e gliceraldeido, que podem participar da via glicolitica
fornecendo piruvato e liberando energia e participar da sintese de lipideos através da converséo
a glicerol-3-fosfato. O gliceraldeido-3-fosfato proveniente do fosfato de dihidroxiacetona e
gliceraldeido também pode levar a formacéao de glicose apds a gliconeogénese convencional.

Fonte: adaptado de Dornas(®),
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1.2 Hipotalamo e neurotransmissores hipotalamicos

O controle do balanco energético e os mecanismos que regulam a fome,
saciedade e termogénese sdo feitos por circuitos neurais presentes na regiao
hipotalamica no SNC, onde se localizam neurdnios capazes de captar sinais
nutricionais e neurdnios com receptores especificos para horménios periféricos, como
a insulina e leptina, que sensibilizam neurdnios localizados no ndcleo arqueado (ARC)
(neurdnios de primeira ordem). Esses, por sua vez, projetam conexdes neurais para
outros neurdnios situados nos nucleos paraventricular (PVN) e lateral (LH), chamados
de neurénios de segunda ordem®. Essas projecdes de neurdnios de primeira ordem
Sao responsaveis por coordenar a sintese e expressao de peptideos anorexigenos
como pré-opiomelanocortina (POMC), que é clivado em horménio estimulador dos
melandcitos alfa (alfa-MSH) e que atua nos receptores 3 e 4 da melanocortina (MC3R
e MC4R) presentes em outras regifes hipotalamicas, e, transcrito regulado por
cocaina e anfetamina (CART) que inibem a fome. Ainda, os neurdnios de primeira
ordem coordenam a expressdo e sintese de peptideos orexigénicos como o
neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado ao Agouti (AgRP), localizados no
nacleo ARC, e, esses neurdnios de primeira ordem emitem projecdes excitatérias para
o hipotalamo lateral e inibitérias para o paraventricular®. Dentro do nicleo ARC
localizado acima da eminéncia mediana (ME), os neurbnios que expressam NPY e
AgRP sao encontrados medialmente, enquanto os neurénios que expressam POMC
e CART estéo localizados lateralmente®?. Estudos mostram que os neurénios NPY
podem inibir diretamente os neurénios POMC®9),

Em resposta aos estimulos excitatérios, os neurdnios do nucleo PVN produzem
tanto o hormoénio liberador de tireotrofinas (TRH), quanto o hormdnio liberador de
corticotrofinas (CRH) que possuem acdo anorexigena e pro-termogénica, enquanto
no nucleo hipotalamico lateral séo sintetizados o horménio concentrador de melanina
(MCH) e a orexina (ORE), que possuem acdo orexigena e anti-termogénica“d). Essa
resposta coordenada € dependente da disponibilidade de nutrientes, da quantidade
de leptina e insulina no sangue, e de hormdnios intestinais como a colecistoquinina
(CCK), peptideo 1 semelhante a glucagon (GLP1) e o polipeptideo insulinotropico
dependente de glicose (GIP)“2).
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A homeostase energética resulta do equilibrio entre o consumo e o gasto de
energia. Nesse sentido, varios determinantes do comportamento alimentar sdo
estudados, abrangendo a regulacdo homeostatica da ingestdo de alimentos,
geralmente atribuida a um circuito hipotalamo-tronco cerebral“®. A base do controle
eficaz da ingestdo de alimentos € a capacidade das moléculas de sinalizagdo em
circulagdo de alcancar o hipotadlamo®¥. Em individuos eutréficos, a homeostase
energeética, e subsequentemente o controle da fome, é rigidamente controlada através
de varios fatores de sinalizacéo periféricos e centrais. O hipotalamo, portanto, serve
como um sensor para o estado metabdlico do corpo®?, controlando a saciedade e a
fome e mantendo a homeostase energética®?.

Em situacBes de jejum, em que a disponibilidade de nutrientes esta diminuida,
a concentracdo de insulina/leptina esta baixa e esse sinal periférico leva a inducéo da
expressdo de neuropeptidios como o NPY e o AgRP e concomitantemente uma
inibicdo do POMC e CART. Assim, acontece um aumento da atividade dos neurdnios
ORE e MCH no nucleo LH do hipotdlamo, ambos com efeito orexigénico. Em
contrapartida, quando a situacao de disponibilidade de nutrientes é alta e os niveis de
insulina e leptina circulantes estdo altos (periodo pdés-prandial), os neurbnios
produtores de neuropeptidios POMC e CART sédo estimulados e ativam 0s neurdnios
do nacleo PVN do hipotalamo para expressarem TRH e CRH, que vao promover a
sinalizacdo anorexigena e pro-termogénica. Assim, o hipotalamo controla, de forma
sinérgica, o balanco energético corporal, a ingestdo alimentar e o gasto energético
corporal®. Estudos recentes demonstraram que a organizagado estrutural da barreira
sangue-hipotalamo € alterada por ciclos de jejum, melhorando o acesso de fatores
orexigenos ao nlcleo ARC®2. E o nlcleo ARC parece ser o principal local de

resisténcia a leptina®® (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismo fisiologico da acéo da leptina no hipotalamo
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Legenda: Neuropeptideo Y (NPY), pré-opiomelanocortina (POMC), proteina relacionada ao agouti
(AgRP), peptideo derivado de cocaina (CART).
Nota: Quando h&d uma reducdo do tecido adiposo, ha também uma reducdo dos niveis de leptina,
levando a um aumento dos neurdnios orexigenos, aumentando a sensa¢do de fome e reduzindo
0 metabolismo basal, enquanto um aumento dos niveis de leptina aumentam a ativacao de
neurdnios anorexigenos o que leva a uma reducéo da fome e um aumento no metabolismo basal.
Fonte: A autora, 2020.

O hipotalamo localiza-se dorsalmente ao talamo, rostralmente ao quiasma
Optico e caudalmente aos corpos mamilares. Dentro dele, o nucleo ARC, o nlcleo
PVN e o nulcleo ventromedial (VMH), dorsomedial (DMH) e LH®3 44 47) estdo
envolvidos na homeostase energética. O nucleo ARC do hipotalamo esta localizado
na parte inferior do terceiro ventriculo (3V), préximo a eminéncia mediana (ME), uma
estrutura da barreira hematoencefalica (BHE) que evoluiu para permitir a troca seletiva
entre peptideos transportados pelo sangue e liquido cefalorraquidiano e neurénios do

niicleo ARC*3. A Figura 3 esquematiza as regides do hipotalamo de um camundongo.
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Figura 3 - Nucleos hipotalamicos de camundongo C57BL/6 envolvidos na homeostase
energeética

Legenda: Terceiro ventriculo (3V), nicleo arqueado do hipotalamo (ARC), nucleo dorsomedial do
hipotadlamo (DMH ou DM), nucleo lateral do hipotdlamo (LH), nlcleo ventromedial do
hipotalamo (VMH).

Fonte: adaptado de Paxinos e Franklin® e Cui, Lopez®“9.

1.3 Leptina e Adiponectina

O principal papel do tecido adiposo era tradicionalmente servir como local de
armazenamento de energia na forma de triacilgliceréis, mas hoje em dia o tecido
adiposo é reconhecido como o maior 6rgdo enddcrino do corpo humano®9. O tecido
adiposo é conhecido por expressar e secretar uma variedade de proteinas conhecidas
como "adipocinas”, que inclui a leptina, adiponectina, resistina, visfatina®® 52),
vaspina®® e omentina®* %% além de citocinas pré-inflamatdrias, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina (IL)-6 e proteina quimiotitica de mondcitos
(MCP)-168),

As adipocinas contribuem para a regulacéo do apetite e saciedade, distribuicdo
de gordura corporal, secrecdo e sensibilidade a insulina, gasto de energia, funcao
endotelial, inflamag&o, pressao arterial e hemostasia®. Os niveis plasmaéticos das
adipocinas sdo regulados sob diferentes condigbes metabdlicas, como obesidade,

jejum, diabetes mellitus, entre outros®”). A seguir a leptina e adiponectina serédo
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brevemente descritas uma vez que foram as duas adipocinas que foram estudadas

no atual trabalho.

1.3.1 Leptina

A leptina € um produto do gene da obesidade (ob), que foi descoberto em 1994,
em camundongos obesos ob/ob por Zhang e et al.®®. Quase ao mesmo tempo, o0 gene
ob foi descoberto no cromossomo 7931 em humanos. O produto desse gene foi
chamado leptina (da palavra grega leptos que significa magro). A leptina regula a
ingestao de alimentos diminuindo o apetite e aumentando o gasto energético atraves
de sua atuagdo no SNC®9. 60),

A leptina é quase exclusivamente expressa e produzida pelo tecido adiposo
branco®b, mas também pode ser secretada em menor quantidade por outros tecidos,
como o epitélio gastrico e o cérebro®?, Seus niveis aumentam e diminuem em
proporcao direta a massa de tecido adiposo®® 43, sendo assim, 0 aumento da massa
adiposa esta associada com aumento da quantidade de leptina, o que torna a leptina
um indicador do total da massa adiposa®®).

O efeito da leptina no SNC é de promover diminui¢cdo do consumo alimentar e
do peso corporal, além de aumentar o gasto energético®®. O hipotalamo tem um
complexo circuito neural de regulacao do balanco energético, na qual a leptina tem
um papel importante. Mais especificamente, as regides basomediais do hipotalamo
relacionadas com a regulacdo do comportamento alimentar (ndcleos arqueado,
ventromedial e area hipotalamica lateral), contém a maioria de receptores de leptina
no cérebro(®4).

A isoforma de seu receptor envolvida na regulacdo do peso corporal € o de
forma longa (OBRb), que possui o dominio intracelular apto de transmitir o sinal
transducional da ligacdo da leptina®. O receptor OBRb faz parte da familia de
receptores classe | de citocinas, que apoés sua ligacdo com a leptina ativa o sistema
JAK/STAT®6),

A ligagao com a leptina resulta no recrutamento do Janus quinase 2 (JAK2) que
se liga de forma ndo covalente ao receptor OBRb e inicia a fosforilacdo de residuos

de tirosina do dominio intracelular do OBRb. A fosforilacéo do residuo Tyr1138 recruta
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o sinal de transducéo e ativador de transcricdo 3 (STAT3) que, uma vez fosforilado,
dimeriza e é translocado para o nucleo onde se liga com sequéncias promotoras do
acido desoxirribonucleico (DNA) e regula a transcricdo de genes-alvo®”). A agdo da
leptina também envolve a fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS) e
posterior ativagéo da fosfatidilinositol-3-quinase (P13-K), resultando na fosforilacao de
proteinas quinase B (AKT)(8).

A ligacdo da leptina com o seu receptor acontece em neurdnios secretores de
neuropeptideos e neurotransmissores que aumentam (orexigenos) ou diminuem
(anorexigenos) a ingestdo alimentar. O aumento da leptina plasmatica leva a
supressao da atividade de neurdnios que co-expressam o NPY, AgRP e o acido gama-
aminobutirico (GABA). Esses neurdnios agem estimulando a ingestéo alimentar. Por
outro lado, o aumento da leptina plasmatica estimula a atividade de neurénios que
secretam POMC e CAR®), Os neurdnios produtores de POMC tém efeito anorexigeno,
uma vez que a clivagem proteica do POMC produz o hormonio alfa-MSH, que ao se
ligar aos receptores de melanocortina (MC4R) provoca a reducdo do consumo
alimentar. Por outro lado, o AgRP atua como antagonista enddégeno do MC4R,
blogueando o efeito anorexigeno do alfa-MSH®9).

Embora o principal efeito biolégico da leptina no SNC seja o controle da
ingestdo alimentar e do gasto energético, existe correlacdo significativa entre
hiperleptinemia e estado inflamatorio que ocorre nas doencas cronicas, 0 que sugere
outros efeitos biolégicos associados a leptina®l). De fato, observa-se um aumento da
resposta pré-inflamatéria na presenca de hiperleptinemia® 7). A leptina em altas
concentracbes € capaz de aumentar a producdo de TNF-alfa e a ativacdo de
macrofagos’ e, por outro lado, parece que o TNF-alfa e a IL-6 sdo capazes de
estimular a producéo de leptina pelos adipdcitos(* 72, Além disso, a hiperleptinemia
promove agregacdo plaquetaria” 74 e aumento de colesterol nos macréfagos(’).

Dentre os mecanismos envolvidos no controle da sinalizacéo da leptina, o que
tem maior destaque sdo os membros da familia dos supressores de sinalizacédo de
citocinas (SOCS) que atuam no controle negativo da sinalizacdo da leptina no
hipotalamo. Os SOCS séo conhecidos como reguladores negativos da sinalizacéo de
citocinas via inibicdo da transducéo do sinal JAK/STAT(®). Em condi¢Ges basais, os
SOCS sao expressos em um valor relativamente baixo, mas quando s&o estimulados
por citocinas tém a sua expressdo muito aumentada’”). No hipotalamo, apéds ligacéo

da leptina ao seu receptor OBRb e ativacdo do JAK/STAT, um dos genes alvo de
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regulacdo da transcricdo € o0 SOCS3(®). A regulagdo de feedback negativo promovido
pelo SOCS na atividade das citocinas ocorre por interferir na sinalizacao do receptor
OBRb por se combinar aos residuos tirosina no dominio intracelular(’®. Sabe-se que
a resisténcia a leptina vem acompanhada por aumento da expressdo de acido
ribonucleico mensageiro (RNAm) de SOCS3 no hipotalamo. Uma das explicacfes
seria por sua a¢ao na inibi¢do da sinalizacéo do receptor OBRb e, consequentemente,
da inibicdo da fosforilacdo do JAK2®%, O SOCS3 também diminui a sinalizacdo do
receptor de insulina contribuindo para a resisténcia a insulina®. Ou seja, 0 aumento
da expressdo do SOCS3 favorece o aparecimento de alteracbes metabdlicas como
hiperfagia, ganho de peso, diminuicdo da sensibilidade dos hormonios leptina e
insulina®, Baseado nisso, abre uma perspectiva para que algum fator que atue na
diminuicdo da expressdo de SOCS3 ou na inibicdo de fatores responsaveis por
aumentar o SOCS3 possam ser estudados como um tratamento em potencial nos
disturbios metabolicos (Figura 4).

Vale a pena ressaltar, que existe uma interacao significativa entre a leptina e a
insulina no hipotalamo, para a regulacdo da sensibilidade a insulina periférica e a
glicemia®). Ndo existem diferencas estruturais entre os receptores de insulina
expressos nos tecidos periféricos e no SNC®3), Esta sobreposicdo de vias, também
conhecida como cross-talk molecular, sugere que ambos os horménios exercam um
papel regulador sobre os efeitos fisiolégicos de cada um deles. A transducéo do sinal
da leptina sofre um controle por vias paralelas de sinaliza¢do celular, sendo que a
insulina se destaca como o principal modulador do sinal da leptina no hipotalamo®8).
Assim, é plausivel dizer que a resisténcia a leptina e a resisténcia a insulina
compartilham uma causa em comum, j& que as vias de sinalizag&o intracelular de
leptina e insulina nos neurénios hipotalamicos apresentam convergéncia entre si®4),
No hipotalamo, a insulina promove a ativagao de duas vias principais de sinalizagéo.
A primeira depende do recrutamento e fosforilacdo de substratos do IRSs em tirosina,
promovendo a ligacao e ativagdo da enzima PI3K, controlando assim, o ritmo de
disparos neuronais e a liberacdo de neurotransmissores nas sinapses efetoras®4. A
segunda via depende da enzima JAK2 a qual possui atividade tirosina quinase, que
recruta e fosforila o STAT3, responsavel por conectar o sinal da insulina ao controle
de transcricdo de genes de neurotransmissores envolvidos na regulagéo da fome e
da termogénese(®©® %), Ambos os horménios, insulina e leptina, atuam sobre vias de

sinalizacao no hipotalamo reprimindo os circuitos neuronais anabdlicos que estimulam
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a busca por alimento e inibem o gasto energético, incitando circuitos neuronais

catabdlicos que dao saciedade e aumentam o gasto energético®>.

Figura 4 - Via de sinalizacao da leptina
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Legenda: Substrato do receptor de insulina (IRS), janus quinase (JAK), proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), neuropeptideo Y (NPY), receptor de leptina de forma longa (OBRDb), pro-
Opiomelanocortina (POMC), proteina supressora de sinalizagdo de citocina (SOCS),
transdutor de sinal e ativador de transcrigdo (STAT).

Nota: A leptina é secretada pelo tecido adiposo e circula pela corrente sanguinea para atuar nos
neurdnios hipotalamicos, principalmente no nudcleo arqueado do hipotalamo. No balanco
energético, a leptina se liga ao seu receptor (OBRb) estimulando a autofosforilagao do residuo
de tirosina encontrada na proteina JAK2, o que permite o recrutamento e fosforilagéo do fator de
transcricdo STAT3. O STAT3 modula a transcricdo dos neuropeptidios, ativando POMC e
inibindo NPY. Quando héa alteragBes nesta via, como na hiperleptinemia, o STAT3 estimula a
transcricdo de SOCS3, que atua como feedback negativo desta via.

Fonte: adaptado de Faroogi e O'Rahilly®®),

1.3.2 Adiponectina

A descoberta da adiponectina ocorreu em 1990 por quatro diferentes grupos
independentes, sendo também denominada como Acrp-30 (adipocyte complement-
related protein of 30kDa)®"), ADIPOQ®®, Apml (Adipose Most Abundant Gene
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Transcript 1)®% e GBP28 (gelatine-binding protein of 28kDa)®. A adiponectina é o
produto da transcricdo do gene apMl, sendo a proteina mais abundantemente
secretada pelo tecido adiposo®9. A adiponectina é composta por 244 aminoacidos e
dividida em trés dominios, dominio colageno-terminal, uma regiao variavel e um
dominio globular carboxi-terminal®®8). A maioria da adiponectina circulante é composta
por complexos da proteina integra®d. A regulacdo transcricional do gene da
adiponectina envolve fatores de transcricdo como a proteina ligada ao elemento
regulador de esterol (SREBP), receptor ativado por proliferador de peroxissomo
(PPAR) e da proteina ligada ao elemento responsivo ao carboidrato (ChREBP)®2. A
adiponectina é produzida e secretada exclusivamente por adipécitos(?).

Os receptores da adiponectina foram descobertos por Yamauchi et al.(3),
Yamauchi identificou dois receptores principais, o receptor da adiponectina 1
(AdipoR1) e receptor da adiponectina 2 (AdipoR2) e a acdo da adiponectina nas
células é mediada, principalmente por esses dois receptores®d). Entretanto, outro
receptor de adiponectina foi identificado, a T-caderina®). O AdipoR1 ¢é
abundantemente expresso no musculo esquelético de humanos e de roedores,
enquanto o AdipoR2 é predominantemente expresso no figado de roedores e no
figado e musculo esquelético de humanos®. A ligacdo da adiponectina com AdipoR1
ativa principalmente a via da proteina quinase ativada por AMP, ao passo que a
ligacdo com o AdipoR2 estd mais relacionada a ativacdo do PPAR-alfa®®. A T-
caderina ndo tem o dominio intracelular para a transducdo de sinal, mas pode
participar da cascata de sinalizagdo intracelular, competindo com o0s receptores
AdipoR1 e AdipoR2(%),

A adiponectina é a adipocina mais abundante no plasma, compondo 0,01% do
total de proteinas plasmaticas °)) e a expresséo de AdipoR1 e AdipoR2 no musculo e
no figado esta negativamente associada ao estado pos-prandial e a resisténcia a
insulina®®. Demonstrou-se ainda que o PPAR-gama, um ativador transcricional de
genes de varios adipdcitos, é necessario para a indugdo da expressdo da
adiponectina, por outro lado, o TNF-alfa e a II-6 diminuem a transcricdo e secrecéo
deste hormonio®"). Desse modo, a resisténcia a insulina ndo leva apenas a reducéo
da concentracéao circulante de adiponectina, mas também a diminuicdo da expresséo
de seus receptores, 0 que, por sua vez, pode resultar em uma resisténcia a insulina
mais pronunciada. Por outro lado, o aumento da adiponectina ocorre na privagao

calérica®®, que é facilmente alcancado quando o individuo tem o habito de fazer jejum.
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A adiponectina que circula no plasma desempenha um papel potencializador
da acdo da insulina e diminui a resisténcia a insulina em humanos e em modelos
experimentais. Estudos em animais indicam um efeito protetor da adiponectina sobre
a resisténcia a insulina, agindo na supressao da gliconeogénese hepatica por meio da
reducéo da expressao génica das enzimas fosfoenolpiruvato carboxilase e glicose-6-
fosfato, e no aumento da captacdo da glicose e da oxidagdo de acidos graxos no
muasculo esquelético. Um dos principais eventos mediadores desses efeitos € a
fosforilacdo e subsequente ativacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK),
enzima central para a homeostase energética da célula®® 1%, Cabe destacar que,
além de seus efeitos sobre a sensibilidade a insulina, a adiponectina parece atuar na
secrecdo de insulina® e na prevencdo da apoptose de células beta-pancreaticas, o
gue parece estar relacionado a ativacdo das quinases regulada por sinal extracelular
1 e 2 (ERK 1/2) ou a proteina quinase B (PKB/Akt)(102),

Observa-se ainda que, em camundongos, a adiponectina atua em diversos
processos no figado diminuindo a esteatose hepatica e a hipertrigliceridemia, como
por exemplo, na promocéo da oxidacao de acidos graxos pelo aumento da atividade
da enzima carnitina palmitoil transferase |, na inibicdo da sintese de &acidos graxos
pela reducdo da atividade das enzimas acetil-CoA carboxilase e da &cido graxo
sintase, e na reducdo da producdo de mediadores pro-inflamatdrios@°), No tocante
aos efeitos da adiponectina sobre processos inflamatérios, destacam-se a inibicdo da
expressdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-alfa e a IL-8(104 105 A
inflamacéo sistémica, condicdo envolvida na resisténcia a insulina, também pode
sofrer influéncia da adiponectina. Nesse contexto, a adiponectina influencia a reducéo
da expressdo génica de mediadores pro-inflamatérios (II-6 e TNF-alfa)) e no
aumento de mediadores anti-inflamatérios (IL-10)1%7), Para comprovar tal fato,
pessoas com hipoadiponectinemia apresentam resisténcia a insulina, dislipidemia e
elevada concentracdo de citocinas inflamatorias, como a 1l-6, IL-8 e proteina C-
reativa(108. 109),

Em paralelo as suas acdes classicas em tecidos periféricos, a adiponectina
pode desempenhar uma importante funcdo como controladora da fome e da
termogénese ao atuar no SNC10. 111 " A ac&o da adiponectina no hipotalamo se da

através do receptor AdipoR1, que ativa o sinal de transducao através da via IRS 1/2-
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Akt-FOXO1" e da via JAK2-STAT3(1D, Entretanto, a acdo da adiponectina no SNC
ainda ndo um consenso. Em um trabalho os autores demonstraram que o tratamento
sistémico com adiponectina em roedores nao inibiu o apetite, mas diminuiu 0 peso
corporal e aumentou o gasto energético e que a acado termogénica da leptina se deu
através do aumento da expressao do RNAm da proteina desacopladora 1 (UCP-1) no

tecido adiposo marrom12),

1.4 Jejum Intermitente (J1)

Ao longo dos anos o0s animais evoluiram levando a adaptacdes
comportamentais e fisiologicas que lhes permitiram sobreviver a periodos de escassez
ou auséncia de alimentos. Os mamiferos tém 6rgados como o figado e o tecido adiposo,
gue funcionam como depdsitos de energia que permitem o jejum/inanicdo por
periodos variaveis dependendo da espécie. E importante ressaltar que os sistemas
metabdlico, enddcrino e nervoso evoluiram de maneira que permitiram altos niveis de
desempenho fisico e mental quando em jejum@®),

O JI consiste em periodos de abstinéncia voluntaria de comida e bebida e tem
uma variedade de formatos diferentes. Existem muitos modelos de JI (jejum por tempo
restrito, modelo 5:2 ou seja, cinco dias se alimentando e dois dias com jejum total,
alternéancia de dias com alimentacéo livre com dieta de 500 Kcal, jejum em dias
alternados, entre outros)®. O jejum em dias alternados, que € um dos muitos tipos
de JI, envolve dias alternados de jejum, durante os quais ndo sdo consumidas calorias,
e dias de alimentagéo, durante os quais alimentos e bebidas sdo consumidos ad
libitum@3), Cada um tem a sua particularidade. Existe uma parcela das pessoas que
acha mais facil seguir planos como esses do que fazer uma restricdo caldrica
mono6tona todos os dias4

Indmeros indicadores fisiolégicos de salude sdo melhorados em roedores
mantidos em JI, incluindo: niveis reduzidos de insulina e leptina plasmaticas, que
aumentam paralelamente a sensibilidade a insulina e a leptina; massa corporal (MC)

reduzida; pressdo arterial reduzida; inflamacdo no figado reduzida®’1%. Um estudo

* Forkhead box protein (FOX).
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com JI em humanos mostrou que o grupo que fazia JI no modelo dias alternados,
basicamente ocorreu redu¢do do numero de calorias ingeridas, como acontece com
qualquer outra dieta, e, este fato por si s, pode ser o que levou ao emagrecimento(113),
Varady e Hellerstein (2007) sugeriram que o JI, mais especificamente o jejum de dias
alternados, pode efetivamente modular os fatores de risco metabdlicos e funcionais,
prevenindo ou retardando a ocorréncia futura de doencgas cronicas, pelo menos em
modelos animais®®. E estudos randomizados controlados recentes em seres
humanos demonstraram que o JI melhora muitos indicadores de salude em individuos
saudaveis e naqueles com alguma doenca cronica@®®). Além disso, o JI pode retardar
0 inicio e a progressao da disfuncdo e degeneracdo neuronal em modelos animais
das doencas de Alzheimer, Parkinson e Huntington®, O aumento de corpos
cetbnicos, que podem ser usados como fonte de energia, sédo conhecidos por fornecer
alguns efeitos protetores como neuroprotecao e resisténcia a ataques epilépticos(14).

Por outro lado, existem estudos que mostram efeitos adversos provocados pela
pratica do JI. Tatulli et al.11% mostraram que o JI ndo exerce efeitos neuroprotetivos,
pelo contrario, exacerba a morte neuronal em consequéncia das concentracdes de
lipideos proé-inflamatdrios em camundongos®!®. Em outro estudo com camundongos
hipercolesterolémicos submetidos ao Jl, houve aumento das reservas de tecido
adiposo corporal e das concentracdes plasmaticas de colesterol total (CT), da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), glicose e insulina, sugerindo o
desenvolvimento de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina®1), Além disso, o JI
por seis semanas em ratas aumentou as concentracdes plasmaticas de triacilglicerol
(TAG), a reserva de tecido adiposo mesentérico e total, e causou hiperglicemia e
comportamento alimentar compulsivo, indicando risco para o desenvolvimento de
diabetes tipo 2 e houve também recuperagcédo do peso perdido apds a interrup¢éo do
J|(117)_

Estudos em humanos mostraram que individuos diabéticos praticantes de Ji
desenvolveram hipoglicemia, cetoacidose, desidratacdo, hipotenséo e trombose (118),
Em adolescentes, a pratica de fazer jejum foi relatada como possivel causador de
distrbios alimentares!®. Homens de meia idade tiveram elevacao significativa da
pressdo sanguinea e do colesterol total apds fazer JI120), Aumento das concentragdes
plasmaticas de cortisol noturno também foi reportado em varios estudos apés o jejum

do Ramad3, sugerindo alteragdo no ciclo circadiano@?! 122 Em atletas, o jejum
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ocasionou um aumento significativo da sensacdo de fadiga e diminuicdo do
desempenho anaerébico®23),

Os trabalhos com JI tendem a mostrar que ele afeta negativamente a
reproducdo e o ciclo estral de fémeas, alterando as concentracdes plasmaticas de
estradiol e hormonio luteinizante(*?4). Em mulheres nédo obesas, o Jl piorou a tolerancia
a glicose1? e diminuiu o gasto energético basal®?®). E um estudo que acompanhou
homens saudaveis que fizeram JI de trés dias e observaram que houve picos mais
acentuados na concentracdo de insulina e quedas mais abruptas nas concentracdes
de insulina e glicose, sugerindo que em longo prazo este seria um ambiente hormonal
mais favoravel para o desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes mellitus
tipo 2(27),

Esses resultados aparentemente conflitantes podem ser consequéncia do
elevado numero de modelos experimentais existentes e variaveis que podem interferir
nos resultados, como duracdo do jejum, periodo do dia que é praticado, tipo de
alimentacdo que se tem antes de fazer o jejum. Além disso, os estudos clinicos se
concentraram principalmente em jovens com sobrepeso e adultos de meia idade, e
ndo podemos generalizar para outras faixas etarias os beneficios e a seguranca do Jl
que foram observados nesses estudos. Por isso, ainda ndo ha um consenso sobre a
pratica do JI em longo prazo. E evidente que devemos sempre ter parcimonia ao

extrapolar para humanos os resultados obtidos em modelo experimental.
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2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos do jejum intermitente sobre a sinalizacdo da leptina e

neurotransmissores que controlam o apetite/saciedade e a inflamacéo hipotalamica

em camundongos alimentados com dieta rica em frutose.

2.2 Objetivos especificos:

d)

avaliar a evolucdo da massa corporal, ingestdo alimentar e
energeética,

avaliar o metabolismo glicEémico e lipidico;

verificar a expressao génica dos mediadores da via de sinalizagcéo da
leptina  (JAK/STAT) no hipotalamo, assim como de
neurotransmissores reguladores do apetite (NPY e POMC);

avaliar a expressdo génica de marcadores inflamatérios no

hipotalamico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e Dieta

Camundongos machos C57BL/6 foram mantidos em gaiolas ventiladas
(Nexgen system, Allentown Inc., PA, EUA) sob condi¢des controladas de temperatura
(21£2 °C) e umidade (60+10%). Os animais foram submetidos a um ciclo invertido de
12/12 h claro-escuro e tiveram livre acesso a comida e agua.

Os procedimentos seguiram o0 guia de experimentacdo com animais
(Publicacdo do Instituto Nacional de Saude (NIH) 85-23, revisada em 1996) e o
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Cuidados e Uso de
Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (protocolo n°
CEUA 040/2016). Todo esforco foi feito para minimizar o sofrimento dos animais.

Quarenta camundongos com 12 semanas de idade foram divididos
aleatoriamente em dois grupos (n=20 cada grupo) e alimentados com dietas distintas
por oito semanas: dieta controle (C,10% de energia provenientes de lipidios, 14% de
energia provenientes de proteinas, 76%, de energia provenientes de carboidratos,
totalizando 1590 kJ/100g de dieta) ou dieta rica em frutose (high fructose, 10% de
energia provenientes de lipidios, 14% de energia provenientes de proteinas, 76% de
energia provenientes de carboidratos (sendo 50% do valor energético total
provenientes da frutose), totalizando 1590kJ/100g de dieta). As dietas foram feitas por
PragSolucdes (Jau, SP, Brasil) de acordo com as recomendac¢fes do Instituto
Americano de Nutricdo para roedores (AIN93M)128) (Tabela 1).

ApOs oito semanas com as suas respectivas dietas experimentais, 0s animais
foram separados em quatro grupos (n=10 cada grupo): Grupo controle (C); Controle
submetido ao jejum intermitente (C-JI); grupo com dieta rica em frutose (HFru); e grupo
com dieta rica em frutose submetido ao jejum intermitente (HFru-Jl). Os camundongos
submetidos ao JI foram alimentados ad libitum por 24 h, seguidos por 24 h de restricdo
alimentar (jejum intermitente) por quatro semanas, enquanto o grupo que nao foi
submetido ao jejum teve livre acesso ao alimento, totalizando 12 semanas do

experimento. Veja o desenho esquematico dos grupos experimentais na Figura 5.



Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais
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Ingredientes (g/kg) Controle Frutose
Caseina 140,0 140,0
Amido de Milho 620,692 146,392
Sacarose 100,0 100,0
Frutose - 474,3
Oleo de soja 40,0 40,0
Fibra 50,0 50,0
Mistura de Vitaminas* 10,0 10,0
Mistura de Minerais** 35,0 35,0
Cisteina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Antioxidantes 0,008 0,008
Massa total 1000,0 1000,0
Carboidratos (% energia) 76 76

(Frutose) (% energia) (0) (50)
Proteina (% energia) 14 14
Lipidios (% energia) 10 10
Energia Total (kJ/kg) 15915,9 15915,9

Legenda: Mistura de vitaminas* e de minerais** segundo a recomendacéo da AIN-93M.

Fonte: Reeves et al. (128)
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Figura 5 - Desenho esquematico dos grupos experimentais, de acordo com as
diferentes dietas oferecidas

[ HFr-Jl ‘ ' 8 semanas ‘ l 4 semanas \
HFr n=20/grupo n=10/grupo
N [ I
C57BL/6
d Macho I I I
12 semanas de
idade
(- C-JI ' ' 8 semanas ' l4semanas -
C n=20/grupo n=10/grupo

Legenda: Controle (C), rico em frutose (HFru, high fructose), jejum intermitente (J1).

Nota: As linhas rosa claro e azul claro representam os animais com dieta ad libitum, enquanto as linhas
rosa escuro e azul escuro representam os animais submetidos ao jejum intermitente.

Fonte: A autora, 2020.

3.2 Massa corporal e Ingestédo alimentar

A massa corporal dos animais foi verificada semanalmente (todas as sextas-
feiras, 11 horas). A ingestédo alimentar (a diferenga entre o alimento oferecido e a
quantidade de alimento deixado na gaiola apds 24 h em gramas) foi determinada
diariamente as 8 horas. A ingestdo energética foi calculada com base na quantidade

de alimento ingerido (g/dia), multiplicada pela energia fornecida pela dieta (kJ).

3.3 Sacrificio e extracdo do hipotalamo

ApoOs 12 semanas de tratamento, os animais foram submetidos ao jejum por 6
horas e depois sacrificados. Todos os animais (n=40) foram heparinizados (200
mg/kg) e anestesiados profundamente com pentobarbital de sédio (150 mg/kg). Uma
parte dos animais (5 animais/grupo) foi separada aleatoriamente para estudar o
hipotalamo (totalizando 20 animais). As amostras de sangue foram coletadas por
puncao cardiaca (atrio direito), o plasma separado por centrifugacéo e congelado a -
80 °C para posteriores analises plasmaticas. O cranio foi aberto, o encéfalo removido
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e o0 hipotalamo, delimitado dorsalmente pelo tAlamo, rostralmente pelo quiasma éptico
e caudalmente pelos corpos mamilares, foi removido com o auxilio de um punch de
bidpsia (3 mm). Este foi entdo congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C
para posterior analise molecular(29),

Os animais restantes foram perfundidos através do ventriculo esquerdo do
coracdo com solucao salina a 0,9% e depois com solucgédo fixadora (paraformaldeido
a 4% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4). Ap6s a perfusédo, o cranio foi aberto e o
encéfalo removido e mantido em solucéo fixadora de sacarose a 20% por 2ha 4 °C e
depois transferido para uma solucdo tampéao de fosfato 0,1 M a pH 7,4 com sacarose
a 30%, a noite). Apos, os encéfalos foram inseridos no meio meio de inclusao
especifico de corte (OCT, Tissue-Tek, Sakura Finetek Europe, Holanda) e congelados

por imersdo em nitrogénio liquido e armazenados em um freezer a -20 °C.

3.4 Microtomia do cérebro do camundongo para andlise do hipotalamo (cortes

congelados no criostato)

Os cérebros foram cortados em plano coronal para observar o hipotalamo
usando as coordenadas estereotaxicas (Bregma -1,23 mm a -2,79 mm) para
camundongos “8 (Figuras 6 e 7). Utilizamos o criostato (Leica Biosystems modelo CM
1860, Wetzlar, Alemanha) a -20 °C e espessura nominal de 25 uym, e os cortes foram
colocados em laminas gelatinizadas e mantidas a -20 °C até realizar a técnica de

imunofluorescéncia.
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Figura 6 - Citoarquitetura das areas do hipotalamo do camundongo C57BL/6
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Fonte: Paxinos e Franklin®8),

Figura 7 - llustracdo da localizacdo do nudcleo arqueado (ARC) seguindo as
coordenadas estereotaxicas (Bregma) para camundongos C57BL/6 e
demonstracao dos diferentes formatos do terceiro ventriculo (3V)

-1,23mm -1,31 mm -1,43mm -1,55mm -1,67mm  -1,79mm  .1,91mm

Fant

FaFo PaMP”

-2,03mm  -2,15mm  -2,27mm -2,45mm -2,53mm -2,69mm  -2,79mm

Legenda: Terceiro ventriculo (3V), ndcleo arqueado (Arc), nucleo dorsomedial (DM ou DMH), eminéncia
mediana (ME).
Nota: Neste esquema destaca-se o terceiro ventriculo (3V), visto que ele é utilizado como referéncia
anatbmica para a localizag&o do nuicleo arqueado do hipotalamo.
Fonte: adaptado de Paxinos e Franklin®8),
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3.5 Imunofluorescéncia e microscopia confocal a laser do hipotalamo

Os cortes foram tratados com solucdo de tampdo fosfato-salino/Triton
(PBS/Triton) a 0,3% e blogueados com albumina de soro bovino (BSA) a 5% por uma
hora, marcadas imunologicamente com os anticorpos primarios NPY e POMC diluidos
com 1% de PBS/BSA, permanecendo refrigerados durante a noite. Na manha
seguinte, as amostras foram lavadas e marcadas com um anticorpo secundario
conjugado com fluoréforo Alexa, contrastado com 4,6-diamino-2-fenilindole (DAPI,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e, em seguida, as laminas foram montadas com
slow-fade (Invitrogen, Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA), a fim de manter a
fluorescéncia. Nos controles negativos, o0s anticorpos primarios nao foram
adicionados. Observamos os cortes através do microscépio confocal de varredura a

laser (Modelo C2; Nikon Instruments, Inc., Nova York, EUA).

3.6 Expresséo génica

Foram separados cinco hipotalamos diferentes de cada grupo, somando um
total de 20 hipotalamos. Estes foram tratados com trizol (Invitrogen, Thermo Fisher,
Waltham, MA, EUA). Depois desta etapa, adicionou-se 200 yL de cloroférmio PA
sobre o contetdo extraido e em seguida o material foi centrifugado (12min a 120G a
4°C) para separar o DNA do RNA, e a porcao correspondente ao extrato de RNA foi
reservada. Adicionou-se 500 yL de isopropanol em cada eppendorf contendo RNA
para que este precipitasse e novamente foi centrifugado (12min a 120G a 4°C). Em
seguida o sobrenadante foi rejeitado, adicionou-se alcool 70% ao pellet para a
purificacdo do RNA, os eppendorfs foram entdo centrifugados e o material foi
descartado, posteriormente o material foi ressuspendido com 20 pyL de agua
deionizada (MilliQ). O material foi levado ao spin por 10 segundos, depois submetido
ao banho seco por 5 minutos a 50 °C e quantificado no espectrofotbmetro Nanovue
(GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA) para a padronizagcdo da
concentracédo de RNA a ser utilizada.
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Para a transcrigdo do RNA em DNA complementar (cDNA) foi utilizado 1ug de
RNA que foi tratado com DNAse | (Invitrogen) e depois foi adicionado &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para cessar a reacdo. A sintese da primeira
cadeia de cDNA foi realizada usando iniciadores Oligo (dT) e a transcriptase reversa
(ambos da Invitrogen, CA, EUA). Utilizou-se a reagdo em cadeia da polimerase
guantitativa em tempo real (q-PCR) com termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA) e SYBR Green (Invitrogen). Ap0s a pré-desnaturacdo e ativacao da
polimerase por 4 minutos a 95°C, 40 ciclos foram realizados (90°C durante 10
segundos e 60°C por 15 segundos) seguido de uma curva de fuséo (60 a 95°C com
taxa de aquecimento de 0,1° C/s). A expressao génica da beta-actina foi realizada em
todas as amostras, sendo utilizada como controle endégeno para normalizacdo do
RNAmM. Para os controles negativos adicionou-se aos poc¢os agua deionizada. A razao
da expressdo do mRNA foi calculada pelo Equacédo 222t onde -ACt representa a
diferenca entre o nimero de ciclos dos genes alvo e o controle enddgeno(10).
Utilizamos os seguintes iniciadores: Il-1beta, 1I-6, Leptina, Npy, Obrb, Pomc, Socs3,
Tnf-alfa e beta-actina projetados usando o software Prime3(31.132) conforme detalhado
no Quadro. Os simbolos dos genes estdo em italico, com a primeira letra em

mailsculo33),
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Quadro - Primers utilizados no g-PCR e suas respectivas sequéncias

Primer 5-3’ 3’-5’

-15 ACGGATTCCATGGTGAAGTC CTCACAAGCAGAGCACAAGC
116 AGTTGCCTTCTTGGGAGTGA ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT
Leptina CCTGTGGCTTTGGTCCTATC TGATGAGGGTTTTGGTGTCA

Npy TGGACTGACCCTCGCTCTAT TAGTGTCGCAGAGCGGAGTA
Obrb ACACTGTTAATTTCACACCAGAG TGGATAAACCCTTGCTCTTCA
Pomc CATTAGGCTTGGAGCAGGTC CTTCTCGGAGGTCATGAAGC

Socs3 CTTCAGCTCCAAAAGCGAGT AGCTGTCGCGGATAAGAAAG
Tnf-a CCACCACGCTCTTCTGTCTA CTGATGAGAGGGAGGCCATT
S-actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTCTTGAAGGTCTCAAA

Legenda: Interleucina (ll), neuropeptideo Y (Npy), receptor de leptina de cadeia longa (Obrb), pro-
opiomelanocortina (Pomc), proteina supressora da sinaliza¢éo de citocina 3 (Socs3), fator
de necrose tumoral (Tnf), beta-actina (f-actin).

Fonte: Untergasser et al.(131) e Koressaar e Remm®32),

3.7 Andlises plasmaéticas

A glicemia de jejum, colesterol total e triacilglicerol foram medidos utilizando um
espectrofotdbmetro automatizado com kits comerciais (Bioclin System Il, Quibasa, Belo
Horizonte, MG, Brasil). Além disso, insulina (EZRMI-13K), leptina (EZML-82K) e
adiponectina (EZMADP-60K) foram medidas com os kits de ensaio de imunoabsorc¢éo
enzimatica (ELISA) (Millipore, Merck, Temecula, CA, EUA) com TP-Reader ELX800
(BioTek Instruments Winooski, VT, EUA). Além disso, foi realizado o indice de

resisténcia a insulina em jejum (Fasting Insulin Resistence Indice, FiRi)134),

FIRi (Mmol.lU/L?) = glicose (mmol/L) * insulina (IU/L) / 25 Q)
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3.8 Andlise estatistica

Os dados foram mostrados como média e desvio padrao (DP) e testados pelas
andlises de variancia de Brown-Forsythe e Welch (ANOVA, que nédo assume DP igual
entre os grupos) e pelos testes de comparacédo multipla de Dunnet T3 (indicados para
amostras pequenas)3). Two-way ANOVA foi usada comparando tipo de dieta versus
JI. O teste t-student foi utilizado para comparar a massa corporal dos animais na
semana 0 e 8 de experimento. O valor de P<0,05 foi consistente com o nivel
estatisticamente significativo (GraphPad Prism v. 8.2.1 para Windows, GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal, ingestédo alimentar e ingestao energética

Os resultados da massa corporal, ingestdo alimentar e energética séo
mostrados na Figura 8. Antes do JI, ndo houve alteracbes na massa corporal (MC)
guando comparados os grupos C vs. HFru, entretanto, apos o JI, a MC diminuiu no
grupo C-Jl vs. C (-9,3%) e no grupo HFru-JI vs. HFru (-17,8%) (Figura 8A). Nao houve
diferencas na ingestédo alimentar ou na ingestao energética nos dias de alimentacao
entre os grupos C, C-JI, HFru e HFru-JI (Figura 8B e 8C).

Figura 8 - Analises Biométricas
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Legenda: (A) Massa corporal — Semana 0 (inicio do estudo), Semana 8 (ap6és introducao das dietas
experimentais), Semana 12 (apos o protocolo de jejum intermitente) (B) Ingestéo alimentar,
(C) Ingestao energética; Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru, high fructose), jejum
intermitente (J1); *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Nota: Média + DP (n=10).

Fonte: A autora, 2020.
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4.2 Concentragbes plasmaéaticas de triacilglicerol (TAG), colesterol total (CT),
glicemia de jejum, insulina, Fasting Insulin Resistence Indice (FiRi), leptina

e adiponectina

Colesterol Total e Triacilglicerol: o grupo HFru quando comparado ao grupo C,
apresentou maior CT (+35,6%) e TAG (+60,8%), enquanto o JI diminuiu os niveis de
CT (-23,1%) e TAG (-28,7%) no grupo HFru-JI quando comparado ao grupo HFru
(Figura 9A e 9B).

Figura 9 - Andlises plasmaéticas (colesterol total e triacilglicerol)
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Legenda: A) Colesterol Total, (B) Triacilglicerol; Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru, high
fructose), jejum intermitente (JI); *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Nota Média + DP (n=5).

Fonte: A autora, 2020.

Glicemia e FiRi: houve um aumento no grupo HFru vs. C (+126,2% na glicemia;
+297,2% no FiRi) e HFru-JI vs. C-JI (+51,4% na glicemia; +71,3% no FiRi), entretanto
ocorreu reducao da glicemia no grupo HFru-JI em comparagdo com o grupo HFru (-
31,8% na glicemia; -56,9% no FiRi) (Figura 10A e 10C).

Insulina: a dieta rica em frutose levou a um aumento dos niveis de insulina no
grupo HFru em comparacdo com o grupo C (80,2%), enquanto o Jl levou a uma
reducdo da insulina no grupo HFru-JI em comparacdo com o grupo HFru (-37,8%)
(Figura 10B).
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Figura 10 - Analises plasmaticas (glicemia, insulina e FiRi)
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Legenda: (A) Glicemia, (B) Insulina, (C) FiRi; Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru, high fructose),
jejum intermitente (J1); *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Nota: Média + DP (n=5).

Fonte: A autora, 2020.

Leptina: ocorreu um aumento nos niveis de leptina nos grupos HFru vs. C
(+75,5%) e no grupo HFru-Jl vs. C-JI (+38,5%), enquanto houve reducéo da leptinemia
no grupo HFru-JI em comparacéo ao grupo HFru (-24,5%) (Figura 11A).

Adiponectina: Os niveis de adiponectina diminuiram no grupo HFru em
comparacao ao grupo C (-56,1%) e no grupo HFru-JI em comparagdo ao C-JI (-
31,2%). Por outro lado, foi observado aumento da adiponectina no grupo HFru-JI

guando comparado ao grupo HFru (+53,9%) (Figura 11B).

Figura 11 - Andlises plasmaticas (leptina e adiponectina)
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Legenda: (A) Leptina, (B) Adiponectina; Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru, high fructose),
jejum intermitente (J1); *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Nota: Média + DP (n=5).

Fonte: A autora, 2020.
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A porcentagem de variacdo obtida do teste two-way ANOVA comparando tipo
de dieta versus Jl sdo mostrados na Tabela 2 (ver secédo 4.3). Em todas as analises,
a dieta teve um efeito dominante, exceto para a MC, onde o Jl apresentou um impacto

mais significativo.

4.3 Expressao génica (q-PCR)

As Figuras 12 a 14 mostram os resultados da expresséo dos genes analisados
comparando 0S grupos experimentais.

[16: tanto o JI quanto o tipo de dieta influenciaram a expressao génica, levando
a um aumento no grupo C-JI vs. C (+728%) e no grupo HFru vs. C (+183%).
Entretanto, no grupo HFru-JI houve diminuicdo da IL6 em comparacdo com O grupo
C-JI (-57,3%) (Figura 12A).

I11B: a expressao génica foi fortemente afetada pelo JI, com um aumento no
grupo C-JI em comparac¢ao com o grupo C (+379%) (Figura 12B).

Tnfa: como na expressao da /1183, o Tnfa foi fortemente afetado pelo JI, levando
a um aumento da expressao génica no grupo C-JI em comparagdo com o grupo C
(+126%) (Figura 12C).

Figura 12 - Expressao génica hipotalamica (16, /18 e Tnfa)
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Legenda: (A) interleucina 6 (116), (B) interleucina-1beta (//18), (C) fator de necrose tumoral alfa (Tnfa);
Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru, high fructose), jejum intermitente (JI); *P<0,05;
**P<0,01; **P<0,001.

Nota: Média + DP (n=5).

Fonte: A autora, 2020.
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Leptina: houve um aumento na expressao génica da Leptina no grupo HFru
guando comparado ao grupo C (+725%). Enquanto o JI aumentou a expressao génica
no grupo C-JI vs. C (+ 348%). A expressao génica de Leptina no hipotalamo também
foi maior no grupo HFru-JI, quando comparado ao C-JI (+425%) e quando comparado
ao grupo HFru (+185%) (Figura 13A).

Obrb: a expressao génica do receptor Obrb foi menos expresso no grupo HFru-
JI quando comparado ao grupo C-JI (-90%) e ao grupo HFru (-92%). No entanto,
houve um aumento na expressdo génica do Obrb no grupo HFru quando comparado
ao grupo C (+593%) e um aumento na expressao no grupo C-JI quando comparado
ao grupo C (+509%) (Figura 13B).

Socs3: houve um aumento na expressao génica do Socs3 no grupo C-Ji
(+128%) e no grupo HFru (+451%) quando comparados ao grupo C, enquanto houve
uma reducdo da expressdo génica no grupo HFru-JI quando comparado ao grupo
HFru (-66,9%) (Figura 13C).

Figura 13 - Expressao génica hipotalamica (Leptina, Obrb e Socs3)
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Legenda: (A) Leptina, (B) receptor de leptina de cadeia longa (Obrb), (C) supressor da sinalizacédo de
citocina 3 (Socs3); Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru, high fructose), jejum
intermitente (JI); ), *P<0,05; **P<0,01; **P<0,001.

Nota: Média + DP (n=5).

Fonte: A autora, 2020.

Npy: houve um aumento acentuado na expressao génica do Npy no hipotalamo
no grupo HFru-Jl. Este marcador foi maior comparando HFru-JI vs. C-JI (+589%) e
comparando HFru-JI vs. HFru (+1137) (Figura 14A).

Pomc: houve uma reducdo acentuada na expressdao génica do Pomc no
hipotalamo no grupo HFru (-97%) e no grupo C-JI (-50%) quando comparados ao
grupo C. Por outro lado, houve um aumento na expressao génica do Pomc no grupo

HFru-JI quando comparado ao grupo HFru (+485%) (Figura 14B).

Fru-Ji




50

Figura 14 - Expressao génica hipotalamica (Npy e Pomc)
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Legenda: (A) neuropeptideo Y (Npy, orexigeno), (B) pré-opiomelanocortina (Pomc, anorexigeno);
Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru, high fructose), jejum intermitente (JI); ),
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Nota: Média + DP (n=5).

Fonte: A autora, 2020.

A variacao percentual da expressdo génica no hipotdlamo devido ao Jl foi mais
pronunciada para Tnfa, Il16, 116 e Npy, o tipo de dieta foi mais pronunciada para
Leptina e Pomc, enquanto a interacdo entre dieta e Jl foi mais pronunciada para Socs3
e Obrb (Tabela 2).
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Tabela 2 - ANOVA de dois fatores: Dieta vs. Jejum Intermitente

% de variagéo e teste de significancia

Dados Dieta Jejum Intermitente Interacéo
% P % P % P

Massa corporal e Bioquimica plasmética
Massa corporal (semana 4,27 ns 60,59 <0,001 5,96 ns

12)

Colesterol Total 38,35 <0,001 24,29 <0,001 18,54 0,001
Triacilglicerol 48,17 <0,001 19,17 <0,001 13,98 0,003
Glicemia 69,21 <0,001 10,69 <0,001 11,85 <0,001
Insulina 42,31 <0,001 23,32 <0,001 21,12 <0,001
FiRi 53,73 <0,001 20,81 <0,001 20,79 <0,001
Leptina 67,74 <0,001 12,11 0,001 8,07 0,005
Adiponectina 77,61 <0,001 4,95 0,02 6,70 0,006
Genes

-6 7,96 0,03 38,97 <0,001 30,15 <0,001
ll-1beta 0,87 ns 50,26 <0,001 20,34 0,004
Tnf-alfa 2,08 ns 30,05 0,01 9,54 ns
Leptina 50,12 <0,001 26,06 <0,001 10,78 0,002
Obrb 0,02 ns 0,63 ns 76,99 <0,001
Socs3 29,18 <0,001 10,27 0,006 43,91 <0,001
Npy 28,58 <0,001 37,54 <0,001 30,22 <0,001
Pomc 56,52 <0,001 6,66 0,02 19,74 <0,001

Legenda: Indice de resisténcia a insulina em jejum (FiRi), interleucina (Il), neuropeptideo Y (Npy),
receptor de leptina de cadeia longa (Obrb); pré-6piomelanocortina (Pomc), proteina
supressora da sinalizacdo de citocina 3 (Socs3), fator de necrose tumoral alfa (Tnf-alfa).

Fonte: A autora, 2020.
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4.4 Imunofluorescéncia para NPY e POMC no hipotalamo

A imunofluorescéncia de NPY (orexigénico) e POMC (anorexigénico) no
hipotalamo estd mostrada nas Figuras 15 e 16. Nas secdes, observamos a localizagédo
desses neurotransmissores nos nucleos arqueado e paraventricular do hipotédlamo. A
intensa marcacao verde ao redor do terceiro ventriculo indicou a presenca de NPY,
sendo mais acentuada nos animais submetidos ao jejum intermitente (Figura 15). Para
POMC, uma marcacao verde menos intensa foi detectada, principalmente nos grupos
HFru e HFru-JI (Figura 16).

Figura 15 - Microscopia Confocal a Laser. Imunofluorescéncia de cortes coronais
hipotalamicos (NPY)

HFru-JI

HFru-JI

Legenda: Terceiro ventriculo (3V), neuropeptideo Y (NPY). Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru,

high fructose), jejum intermitente (J1).

Nota: A area delimitada na linha superior das imagens € mostrada com a ampliagdo mais significativa
na linha inferior das imagens. Nas fotomicrografias temos NPY em verde (Alexa 488) e DAPl em
azul.

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 16 - Microscopia Confocal a Laser. Imunofluorescéncia de cortes coronais
hipotalamicos (POMC)

POMC

POMC F:'OMC

Cc c-Ji HFru-Ji 20pm

Legenda: Terceiro ventriculo (3V), neuropeptideo Y (NPY). Grupos: Controle (C), rico em frutose (HFru,

high fructose), jejum intermitente (J1).

Nota: A &rea delimitada na linha superior das imagens é mostrada com a ampliagdo mais significativa
na linha inferior das imagens. Nas fotomicrografias temos POMC em verde (Alexa 488) e DAPI
em azul.

Fonte: A autora, 2020.
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5 DISCUSSAO

O estudo investigou os efeitos do JI em camundongos C57BL/6 alimentados
com dieta rica em frutose. Os nossos resultados mostraram que 0 consumo crénico
da dieta rica em frutose foi capaz de alterar todos os parametros bioquimicos
estudados, levando ao aumento da insulina plasmatica e FiRi (provavelmente devido
ao desenvolvimento de resisténcia a insulina), hiperleptinemia, e alteracdo no perfil
lipidico, além de reducdo nos valores de adiponectina. Sabe-se que o consumo
cronico e em grande quantidade de frutose € capaz de induzir resisténcia a insulina,
aumentar os niveis de acidos graxos livres, triaciliglicerol, colesterol, causar
hiperleptinemia e aumentar a glicemia® 6 136-140) QO elevado consumo de frutose leva
a estimulacdo da lipogénese de novo e um aumento substancial no triacilglicerol
plasmatico(?0: 21),

Os animais do grupo HFru, quando comparados aos animais do grupo C, ndo
apresentaram alteracées na massa corporal, nem na ingestao alimentar e energética
(nos dias alimentados), portanto as alteracdes apresentadas por esses animais foram
independentes do ganho de massa corporal. A ingestao caldrica total dos animais foi
medida ao longo do experimento. Ao final das quatro semanas usando o protocolo de
JI, os grupos C-JI e HFru-JI apresentaram menor ingestdo calérica cumulativa em
relac&o aos grupos C e HFru, respectivamente (dados ndo mostrados). E importante
ressaltar que os grupos C e HFru consumiram quantidades de calorias similares
durante todo o experimento. Quando a frutose é adicionada na ragdo em grande
quantidade®? ou na agua de beber no caso de trabalhos com roedores), pode
ocorrer aumento de peso corporal pelo simples fato de se aumentar o consumo
energético. No entanto, no N0Sso caso, 0s animais do grupo HFru ndo ganharam peso
porque este grupo recebeu uma dieta isoenergética em comparacdo com a dieta
controle. A base para o calculo da dieta rica em frutose foi a AIN-93M@28), em que
alteramos apenas o tipo de carboidrato. Na dieta rica em frutose (HFru) adicionamos
474,39 de frutose e removemos, concomitantemente, esta mesma quantidade de
amido de milho e, assim, mantivemos o valor energético exatamente igual nas duas
dietas experimentais, s6 variando o tipo de carboidrato entre elas. A composicdo desta

dieta rica em frutose ja foi amplamente usada no nosso laboratério e em todos os
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casos, obtivemos sucesso na inducédo da sindrome metabdlica nos camundongos®”
19, 137, 138, 142)_

Nos animais do grupo HFru que fizeram JlI, houve melhora significativa dos
parametros bioquimicos estudados, assim como houve perda de peso nos dois grupos
tratados com JI (C-JI e HFru-Jl). Sabe-se que o Jl leva a perda de peso®3 16 114, 143)
reducdo nos niveis plasmaéticos de insulina, redugdo nos niveis de glicemia®3 114, o
que leva a uma maior sensibilidade a insulina®® 18), diminuicéo dos niveis plasmaticos
de triacilglicerol pelo aumento da lipdlise*?), e colesterol total®®, reducéo dos niveis
plasmaticos de leptina®® 1449 e aumento da concentracdo plasmatica de
adiponectina®®, melhorando a salude metabélica®®, corroborando nossos achados.
Em estudos recentes do nosso grupo, estudamos os efeitos do JI em dois grupos
experimentais: animais que receberam dieta hiperlipidica e animais que receberam
dieta rica em frutose. Nos animais que fizeram JI houve diminuicdo da massa corporal,
melhora da dislipidemia e da resisténcia a insulina, aumento dos niveis plasmaticos
de adiponectina e diminuicdo dos niveis plasmaticos de leptina, houve ainda
diminuicdo de parametros envolvidos na lipogénese e aumento da beta-oxidacéo,
diminuindo a esteatose e a inflamacgéo no figado®”: 19,

Porém, talvez o ponto mais importante seja discutir as razdes do
emagrecimento e da melhora de parametros bioquimicos com o JI, sera basicamente
pela reducédo do nimero de calorias, como em qualquer outra dieta*® ou apenas pelo
jejum per se? Estudos em animais e humanos mostraram que muitos dos beneficios
a saude do JI ndo séo causados pela simples perda de peso. O Jl provoca respostas
celulares adaptativas integradas nos 6rgédos de uma maneira que melhora a regulacao
da glicose, aumenta a resisténcia ao estresse e diminui a inflamacao. Durante o jejum,
as células ativam vias que aprimoram as defesas intrinsecas contra o estresse
oxidativo e metabdlico e removem ou reparam moléculas danificadas®4> 146) Ja
durante o periodo de alimentacéo, as células nos tecidos se envolvem em processos
especificos de crescimento e plasticidade e as vias de defesa contra o estresse
oxidativo e metabdlico ficam em segundo plano®47),

A leptina pode agir apenas como um marcador de massa gordurosa em vez de
um supressor do apetite, um exemplo disso seria que o consumo de agucar pode levar
a hiperleptinemia sem reduzir a ingestéo caldrica total, indicando que o apetite nao foi
diminuido®Y. A hiperleptinemia pode causar resisténcia a leptina pela regulacéo

negativa do OBRb e/ou por inducdo de SOCS3(48). Como esperado, 0S Nossos
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resultados mostraram que a frutose levou a um aumento da Leptina hipotalamica;
entretanto, o JI também aumentou sua expressao, mostrando que o jejum ndo foi
capaz de minimizar os efeitos deletérios da frutose. Por outro lado, a expresséo génica
do Npy no hipotalamo mostrou-se elevada no grupo HFru-JI, mas esse aumento
significativo da expressédo génica do Npy nado foi capaz de aumentar o consumo
alimentar nos animais deste grupo. Talvez se estendéssemos 0 experimento por mais
tempo, pudéssemos observar alguma alteracdo no comportamento alimentar dos
animais do grupo HFru-JI. Existe relato de aumento na expressdao de Npy no
hipotalamo apds JI. Sabe-se que a privacdo aguda de alimentos aumenta a expressao
hipotalamica de Npy, um efeito que pode ser acentuado pela natureza repetitiva de
um protocolo de JI?49), Ozawa et al.(130) demonstraram que ha um atraso da resposta
alimentar durante um repetido processo de glicoprivacdo, enquanto ha um aumento
dos neurénios Npy no nucleo arqueado, sugerindo que o atraso na alimentacdo pode
ter ocorrido por uma resposta tardia ao Npy®®9, Vale a pena ressaltar que a expressao
génica do Pomc no hipotalamo foi menos expressa no grupo HFru em comparacao ao
grupo controle, e esse resultado esta de acordo com trabalhos anteriores que
observaram diminuicdo da expressao génica do Pomc em animais que ingeriram dieta
rica em frutose@ 148) A expressdo génica do Npy parece ser mais sensivel a
alteracdes hormonais e metabdlicas durante o JI do que a expressdo génica do
Pomc(44), Assim, o jejum parece exercer respostas diferenciadas nos
neurotransmissores responsaveis pelo balango energético no hipotalamo.

Foi mostrado que o centro regulador fisiol6gico no hipotalamo pode ser
desregulado pelo consumo de uma dieta rica em frutose, que causa resisténcia a
leptina caracterizado pelo aumento do SOCS3 no hipotalamo e/ou inibicdo do OBRb.
Os animais do grupo HFru, C-JI e HFru-JI apresentaram aumento da leptina
hipotalamica, levando a uma provavel resisténcia a leptina no hipotdlamo. O
hipotadlamo é muito vulneravel aos danos oxidativos devido ao baixo contetdo
antioxidante que possui, portanto qualquer estresse pode causar danos importantes
nesta regido do encéfalo. O estresse no hipotdlamo pode estar implicado no
desenvolvimento da resisténcia a insulina e da leptina. E, nesse contexto, a dieta rica
em frutose pode ser considerada um fator de estresse por perturbar a expressao de
enzimas antioxidantes*®). Em um trabalho recente, Kovacevic et al.(8) mostraram
aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias como Illbeta, 116 e Tnfalfa no

hipotalamo de ratos que consumiram dieta rica em frutose e que foram expostas a
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diferentes tipos de estresses, mostrando que a dieta rica em frutose potencializou os
efeitos do estresse cronico*®). Dentro desta perspectiva, analisamos a expressao de
citocinas pro-inflamatdrias Tnfalfa, 116 e Illbeta no hipotdlamo. Muito
surpreendentemente foi que observamos que houve um processo inflamatorio
acentuado nesta regidao nos animais do grupo C-JI. Sabe-se hoje, que 0 processo
inflamatorio hipotalamico antecede os sinais inflamatorios periféricos, independente
do ganho de peso®®? e esta inflamac&o no hipotalamo nos animais do grupo C-JI
pode, com o tempo, acarretar a desregulacdo do balanco energético corporal e na
ingestao de alimentos. Estes resultados podem ser um sinal de alerta de que o Jl pode
ter consequéncias ruins para organismo. Entretanto, o JI apresentou alguns efeitos
benéficos para os animais do grupo HFru-JI a nivel sistémico, uma vez que houve
melhora da resisténcia a insulina, leptina e retorno para niveis normais dos lipidios
sanguineos e da glicemia e melhora dos niveis de adiponectina.

Modelos animais mostram que o Jl melhora a saude ao longo da vida, enquanto
os estudos clinicos envolvem principalmente intervengdes de curto prazo, durante um
periodo de meses. Resta saber se as pessoas podem manter o Jl por anos e
potencialmente acumular os beneficios observados em modelos animais. Mais

estudos sdo necessarios para conhecer todos os efeitos do JI no organismo.
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CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados atuais demonstram os efeitos do JI como
mostrado no resumo gréfico (Figura 17), resultando em diminuicdo da massa corporal
ao longo do estudo e beneficiando o metabolismo lipidico, glicémico e a sensibilidade
a insulina, a adiponectina e a leptina plasmatica. No entanto, existe um aumento da
expressao de marcadores inflamatérios no hipotalamo dos camundongos que fizeram
JI, que progressivamente pode acarretar o desequilibrio do balan¢co energético
corporal e da ingestdo alimentar. Além disso, o Jl levou a um aumento da leptina
hipotalamica com provavel resisténcia a leptina. Portanto, ainda ndo podemos dizer,
com seguranca, que o Jl pode ser usado como um tratamento ndo farmacoldgico para

doencas metabdlicas.

Figura 17 - Resumo gréfico dos res_g_l_t_gq_qg ________________
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