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RESUMO

MARINHO, Thatiany de Souza. Efeitos do jejum intermitente no figado, na ilhota
pancreatica e no adipécito de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
ou dieta rica em frutose. 2020. 115f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Objetivo: O estudo avalia os efeitos no jejum intermitente (JI) no figado
(estrutura, esteatose e metabolismo), no pancreas (massa de células beta,
marcadores moleculares), e no tecido adiposo branco subcutaneo (TABs, formagao
de adipocitos bege e expressdo de genes termogénicos). Metodologia:
Camundongos machos C57BL/6, com trés meses de idade, foram alimentados com
dietas controle (C, 10% Kcal de gordura), hiperlipidica (HF, 50% Kcal de gordura) ou
rica em frutose (HFr, 50% Kcal frutose) por oito semanas. Depois, metade de cada
grupo foi submetido ao JI por quatro semanas adicionais (alimentagdo 24h / jejum
24h), formando seis grupos: C, C-JI, HF, HF-JI, HFr e HFr-JI. Resultados: Os grupos
HF e HFr apresentaram hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia,
hipoadiponectinemia, aumento da esteatose hepatica e hipertrofia das ilhotas
pancreaticas com aumento da massa das células alfa e beta, bem como hipertrofia de
adipdcitos do TABs. A ingestao de alimentos no dia alimentado dos grupos com jejum
nao foi diferente entre os grupos, mas os grupos HF-JI e HFr-JI tiveram reducao da
massa corporal, do colesterol total e triacilglicerol. O teste oral de tolerancia a glicose
e a insulinemia melhoraram no JI, independentemente da dieta consumida, bem como
diminuicdo da lipogénese hepatica e aumento da beta-oxidagao, resultando em
reducdo da esteatose hepatica e da inflamacéo. A resisténcia a insulina aumentou no
grupo HF, e foi reduzida no grupo HF-JI. Houve diminuigdo da relagcao p-AKT/AKT
(proteina quinase B) no grupo HF, e JI aumentou esta relagdo no grupo HF-JI. O
supressor de tumor p53 aumentou no grupo HF e JI diminuiu no grupo HF-JI. O JI
levou a redugédo do tamanho das ilhotas pancreaticas e da massa das células alfa e
beta, além de melhorar a sinalizagdo da insulina e diminuir a apoptose. O grupo HF-
JI teve escurecimento do TABs e quociente respiratério (RQ) aumentado no dia
alimentado. UCP1 aumentou nos grupos com Jl, que também diminuiu marcadores
inflamatdrios e marcadores pré-apoptéticos nos adipocitos do TABs. Conclusodes: O
JI melhorou o metabolismo de carboidratos e marcadores pro-inflamatérios hepaticos,
além de regular a massa de células alfa e beta e melhorar a sinalizagdo da insulina
com diminui¢cao de a apoptose, mesmo com a ingestao continuada de dieta HF. O JI
também promove o escurecimento dos adipocitos do TABs, agindo na termogénese e
no eixo adipoinsular, com melhora da resposta a leptina, insulina e marcadores
inflamatorios.

Palavras-chave: Dietas. Jejum intermitente. Inflamacéo. Esteatose. Massa de

células beta. Termogénese.



ABSTRACT

MARINHO, Thatiany de Souza. Intermittent fasting in mice feeding a hyperlipidic
diet or a fructose-rich diet: analysis of liver, pancreatic island, and white adipose
tissue. 2020. 115p. Thesis (PhD, Experimental and Human Biology) — Institute of
Biology Roberto Alcantara Gomes, The University of the State of Rio de Janeiro, 2020.

Objective: The study aimed to evaluate the effects on intermittent fasting (IF) on
the liver (structure, steatosis, and metabolism), the pancreas (mass of beta cells,
molecular markers), and subcutaneous white adipose tissue (WATSs, beige adipocyte
formation and thermogenic gene expression). Methodology: Male C57BL / 6 mice,
aged three months, were fed control diet (C, 10% Kcal fat), high-fat diet (HF, 50% Kcal
fat) or diet high in fructose (HFr, 50% Kcal fructose) for eight weeks. Then, half of each
group was submitted to IF for an additional four weeks (feeding 24 h / fasting 24 h),
forming six groups: C, C-IF, HF, HF-IF, HFr and HFr-IF. Results: The HF and HFr
groups presented hyperglycemia, hyperinsulinemia, hyperleptinemia,
hypoadiponectinemia, increased hepatic steatosis, and pancreatic islet hypertrophy
with increased alpha and beta-cell mass, as well as adipocyte hypertrophy of WATS.
Food intake on the day fed in groups with fast were not different between groups, but
HF-IF and HFr-IF groups had a reduction in body mass, total cholesterol and
triacylglycerol. The oral glucose tolerance test and insulinemia improved in the IF,
regardless of the diet consumed, as well as decreased liver lipogenesis and increased
beta-oxidation, resulting in reduced hepatic steatosis and inflammation. Insulin
resistance increased in the HF group and was reduced in the HF-IF group. There was
a decrease in the p-AKT / AKT (protein kinase B) ratio in the HF group, and IF
increased this ratio in the HF-IF group. The p53 tumor suppressor increased in the HF
group and IF decreased it in the HF-IF group. The IF led to a reduction in the size of
the pancreatic islets and the mass of alpha and beta cells, in addition to improving
insulin signaling and decreasing apoptosis. There was browning in WATs in the HF-IF
animals and increased respiratory quotient (RQ) on the fed day. UCP (uncoupled
protein) 1 increased in the groups with IF, which also decreased inflammatory markers
and pro-apoptotic markers in the adipocytes of WATs. Conclusions: |F improved the
metabolism of carbohydrates and hepatic pro-inflammatory markers, in addition to
regulating the mass of alpha and beta cells and improving insulin signaling with
decreased apoptosis, even with continued intake of the HF diet. The IF also promotes
browning in WATSs adipocytes, acting on thermogenesis and the adipoinsular axis, with
improved response to leptin, insulin, and inflammatory markers.

Keywords: Diets. Intermittent fasting. Inflammation. Steatosis. Beta-cell mass.

Thermogenesis.
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INTRODUGAO

A frutose é um acgucar simples, do grupo das hexoses, que se assemelha a
glicose (diferindo apenas pela posigdo do grupo carbonila, que na frutose encontra-se
no carbono 2 e na glicose no carbono 1) A frutose € um monossacarideo encontrado
em frutas, sendo também um subproduto do xarope de milho, que tem baixo custo, e,
por isso, € adicionado em alimentos e bebidas com fungédo de adogar (1).

Sob o ponto de vista comercial e industrial, apresenta algumas vantagens: tem
o maior poder edulcorante de todos os agucares (ou seja, maior capacidade de
adocgar), poder umectante (para manter a umidade em produtos industrializados),
contribui no desenvolvimento da cor, aroma, e na depressao do ponto de
congelamento (2). Este monossacarideo pode ser encontrado, predominantemente,
em frutas (macas, laranjas e meldes) e sob a forma de xarope de milho rico em frutose
(high fructose corn syrup — HFCS); e também tem sido incorporado no preparo de
frutas enlatadas, geleias, doces, pd para bebidas e refrigerantes, uma vez que € 1,4 -
1,7 vezes mais doce que a sacarose e seu custo reduzido devido a evolugao no
processo de obtencéo (3). Assim sendo, a incorporagdo da frutose nos produtos
industrializados em larga escala, principalmente nos refrigerantes, trouxe uma série
de repercussdes para a saude, com efeitos em 6rgaos-alvo (Figura 1).

O intestino delgado desempenha um papel importante no metabolismo da
frutose, convertendo frutose em glicose e outros metabdlitos circulantes. Desta forma,
o intestino delgado protege o figado da exposigédo a frutose. Altas doses de frutose
sobrecarregam essa capacidade de protegcdo do intestino delgado alterando o
equilibrio entre 0 consumo e a capacidade de eliminagao da frutose intestinal, que
leva a maior exposi¢ao do figado a frutose da dieta e, portanto, a toxicidade da frutose
(4).

A frutose, que € um monossacarideo altamente lipogénico, sua ingestdo em
excesso promove resisténcia a insulina, comprometimento do metabolismo da glicose,
dislipidemia, fibrose hepatica e esteatose, além de hipertens&o arterial sistémica, gota,
dislipidemias e DHGNA (5), mesmo sem causar significativo aumento da massa

corporal (6).
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Figura 1: Efeito da frutose em o6rgédos alvo e o desenvolvimento da Sindrome
Metabdlica

—
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Fonte: Adaptado de Johnson, 2009 (7)

O consumo excessivo de frutose aumenta os niveis de acidos graxos que estéao
associados a alteragcdes nas vias classicas da sinalizacio insulinica, podendo causar
um quadro de resisténcia a insulina. Os acidos graxos desencadeiam a fosforilagao
dos residuos serina dos receptores de insulina, inativando-os e diminuindo a ativagao
da PI3-K, o que promove a diminuigdo no transporte de glicose para dentro da célula
estimulado pela insulina (8). Essa diminuigdo na captagao de glicose estimula ainda
mais a secregao de insulina na tentativa de compensar os niveis aumentados de
glicose e piora a situagao de “resisténcia” (4, 9).

Mais do que apenas uma consequéncia de escolhas de estilo de vida, a
obesidade € uma doenga complexa, poligénica, multifatorial, crénica e resistente a
muitas formas de tratamento (10). A obesidade tem aumentado significativamente nas
ultimas décadas, no pais e no mundo. Trata-se de uma epidemia que atinge individuos
em todos os niveis socioecondmico. As fonte de alimentos de baixo custo e com alta

densidade caldrica, disponiveis em formas pré-embaladas e em restaurantes fast-
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food, em conjunto com as tecnologias, que visam poupar trabalho, promovem cada
vez mais um estilo de vida sedentario e constituem importantes fatores para um
aumento acelerado da prevaléncia da obesidade (11, 12).

Os lipidios sdo parte da estrutura celular e sdo envolvidos em fungdes
fundamentais, como homeostase celular, comunicagao célula-célula e na regulagéo
de inflamagédo. Também sao fonte densa de energia, e a mobilizagao dos lipidios para
energia, onde representam a maior fonte energética, sendo 9 kcal por grama de
gordura contra 4 kcal por grama de carboidrato ou proteina (13). A maior parte da
gordura ingerida através da dieta esta sob a forma de triglicerideos e colesterol. Os
triglicerideos serao estocados, principalmente, no tecido adiposo bem como em outros
orgao-alvo como o figado, o tecido muscular e o pancreas (14). O tecido adiposo néao
€ apenas um reservatério de gordura utilizado como substrato energético, mas um
orgao extremamente ativo do ponto de vista metabdlico e secretdrio, liberando para a
circulagao sistémica grande numero de peptideos ativos e citocinas (15).

Camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidia, que
mimetiza a dieta das populacgdes ocidentais, manifestam de forma intensa os sintomas
da sindrome metabdlica/obesidade e por isso representam um bom modelo para o
estudo deste tema em um curto periodo. Estudos experimentais mostram que animais
alimentados com dieta hiperlipidica cursam com resisténcia a insulina, a qual possui
efeitos distintos sobre o tecido adiposo, hepatico e pancreatico. Em um periodo de
trés meses de administracdo de dietas contendo cerca de 40% a 60% de energia
proveniente de lipidios promove alteracdes metabdlicas, aumenta a producédo de
citocinas inflamatdrias, induz a RI, hipertensao arterial e obesidades (16, 17),
hipertrigliceridemia, e ainda, esteatoses hepatica e pancreatica em animais (18, 19)

A hipertrofia do tecido adiposo promove a redugédo do fluxo sanguineo com
resultante hipdxia do tecido, inflamacao e infiltragdo de macrofagos. Os adipécitos
hipertrofiados secretam leptina em excesso, a qual produzira resisténcia a leptina e,
em longo prazo, resisténcia a insulina por desregulacao do eixo adipoinsular (20, 21).
Ocorre ainda limitagdo na capacidade do tecido adiposo de secretar uma importante
adipocina anti-inflamatoria, a adiponectina. Esta atua como um potente sensibilizador
enddgeno da insulina (22). Deste modo os adipécitos sao impedidos de assimilarem

os acidos graxos e promover a liberagado deles dos depédsitos adiposos. Resultando
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no aumento da entrega de acidos graxos ao figado e sintese de triglicerideos como
fonte de energia (23).

O figado desempenha um papel importante no metabolismo lipidico, na
importagdo e fabricagdo de AGL, armazenamento e exportagdo de lipidios, sendo
considerado com isso um o6rgdo central do metabolismo. Portanto, um desequilibrio
em qualquer um destes processos pode levar ao desenvolvimento de doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (24).

A DHGNA ¢é um importante problema de saude publica devido a sua elevada
prevaléncia mundial (25, 26). Atualmente é considerada uma manifestagcado hepatica
da sindrome metabdlica e fator de risco para doencas como: hipertensao arterial,
Diabetes Mellitus tipo 2 e dislipidemia (24). A esteatose hepatica € assintomatica e
pode ser detectada por meio de alteragdes nas enzimas hepaticas (aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e gama-glutamil transpeptidase) ou por
exame de imagem como a ultrassonografia (27). A DHGNA é um termo utilizado para
a esteatose hepatica, com isso, a progressao da mesma pode levar a um quadro de
esteato-hepatite ndo-alcodlica (EHNA), que envolve lesdo hepatocelular e inflamagéao
do figado (28). EHNA quando n&o tratada progride para cirrose hepatica e
hepatocarcinoma (29).

A DHGNA é caracterizada pelo acumulo de triglicerideos, os quais sao formados
a partir da esterificagdo de acidos graxos livres (AGL) e glicerol no hepatdcito. AGL
surgem no figado a partir de trés fontes distintas; lipdlise (a hidrélise de AGL a partir
de glicerol e triglicerideos) no interior do tecido adiposo, fontes alimentares, e da
lipogénese de novo (30, 31). Em contraste, os AGL podem ser utilizados através da
B-oxidacdo, esterificagcdo dos triglicerideos e de armazenagem como goticulas
lipidicas ou embaladas e exportadas como lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL). Assim o acumulo de gordura hepatica pode ocorrer como um resultado do
aumento da sintese, da entrada e da diminui¢gao na exportagéo e oxidagao da gordura
(31), figura 2.
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Figura 2. Mecanismos de acumulo de gordura hepatica

Resisténcia a Insulina

A

Hiperinsulinemia/hiperglicemia

Excesso de lipidios
na dieta

Fonte: Adaptado de Dowman, 2010 (30).

Existe a hipotese classica para a patogénese da DHGNA baseada em “dois
insultos” (em inglés, “double-hit’) (30, 32) O “primeiro insulto” consiste no
desenvolvimento da esteatose hepatica (acumulo de lipidios no figado), a qual uma
vez estabelecida promove adaptacbes de rotas sinalizadoras celulares frente aos
niveis elevados de estresse oxidativo (32), seguido por um "segundo insulto" em que
mediadores pré-inflamatérios levam a inflamagéao, lesdo hepatocelular, e fibrose (33,
34). A Figura 3 esquematiza a teoria dos double-hit para a EHNA.
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Figura 3. Representacdo esquematica do modelo double-hit na patogénese da
doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA)
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f
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———) | 2.1LDN e
AGL 3. | Utilizagdo de AG
Hiperglicemia 4.| Efluxo
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Esteatohepatite
,\ ’
1. Resisténcia a Insulina Hepatica
Segundo “HIT” 2.Peroxidagdo Lipidiea
3.Resposta do Estresse RE
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i f 5.Resposta Pro-inflamatoria
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TpNF-ct 6. Cel. de Kupffer, ativagio da CEH
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Legenda: acidos graxos livres (AGL), celula estrelada hepatica (CEH), interleucina 6 (IL-6)
lipogénese de novo (LND), triacilglicerol (TAG), reticulo endoplasmatico (RE)

Nota: O primeiro hit induz esteatose e aumenta a suscetibilidade do figado para o segundo
hit. A esteatose hepatica resultada principalmente de um amplificado influxo de AGL
devido a um aumento da liberagao de AGL dos depésitos de gordura. No figado este
influxo de AGL é combinado com o aumento da lipogénese de novo, danificando a
oxidagao de acidos graxos e suprimido efluxo pela VLDL. Tais eventos séo favorecidos
pela subjacente hiperinsulinemia, hiperglicemia e resisténcia hepatica a insulina.

Fonte: Adaptado de Kopelman, 2010 (35).

Uma nova hipotese tem sido considerada mais adequada para entender a
patogénese da DHGNA, a hipétese de “multiplos fatores” (em inglés, “multiple hits”)
(36, 37), enfatizando as infinidades de vias que induz ao mesmo fendtipo hepatico
(38), bem como a alteragbes no crosstalk entre diferentes 6rgéos e tecidos, incluindo
tecido adiposo, pancreas, intestino e musculo (39-41). No entanto, o acumulo de
gordura no figado, causado pela obesidade e resisténcia a insulina, ainda parece
representar o “primeiro insulto” (42).

Os “multiplos insultos” incluem a R, lipotoxicidade, adipocinas pro-inflamatérias,
fatores dietéticos, AG, lipopolissacarideos (LPS) derivados da microbiota intestinal e

fatores epigenéticos e genéticos (36, 43), figura 4.
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Figure 4. Patogénese da doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica: de dois a multiplos

fatores
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Nota: Parte superior: Antiga hipétese de "dois fatores": a esteatose, o primeiro "fator",
sensibiliza o figado para o segundo "fator": estresse oxidativo, endotoxina, deplecéo de
ATP entre outros. Abaixo: A hipétese de "multiplos fatores" considera varios insultos
agindo juntos em individuos geneticamente predispostos para induzir DHGNA e
fornece uma explicagao mais precisa da patogénese do DHGNA. Tais acertos incluem
RI, horménios secretados no tecido adiposo, fatores nutricionais, microbiota intestinal
e fatores genéticos e epigenéticos. DHGNA: Doenga hepatica gordurosa nao alcodlica.

Fonte: Petito-da-Silva, 2019.

Alteragdes funcionais e estruturais de mitocondrias hepaticas afetam a (-
oxidagao dos acidos graxos nas mitocondrias, aumento da peroxidagao lipidica em
peroxissomos e microssomos e 0 consequente aumento do estresse oxidativo ja foi
relatado em animais portadores de esteatose microvesicular (44). Em decorréncia da
disfuncdo mitocondrial, a uma reducdo da B- oxidacdo de AGL, diminuicdo do
citocromo C e da enzima carnitina palmitoil-CoA transferase-1(CPT-1) no figado, em
contrapartida o excesso de lipideos no figado promove a formagdo de espécies
reativas de oxigénio, levando a peroxidacgéo lipidica, inflamacao e fibrose (45, 46). A

oxidagdo de AGL nas mitocéndrias dos hepatécitos decorre de uma gama de
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substratos energéticos essenciais ao metabolismo e esta via metabdlica encontra-se
reduzida na esteatose (47).

Evidéncias indicam que a esteatose hepatica da resisténcia a insulina é causada
pelo acumulo de proteina de ligagdo ao elemento regulador do esterol (SREBP-1c),
que esta elevado em resposta aos altos circulantes de insulina. A homeostase de
lipidios em células é regulada pela SREBP-1c e o aumento da expressdo da SREBP-
1¢ nos casos de resisténcia a insulina promove acréscimo da transcricdo de genes de
enzimas envolvidas na sintese dos AGL, entre elas a acetilCoA carboxilase, que
converte a acetilCoA em malonilCoA e a acido graxo sintetase (FAS), que converte a
malonilCoA em palmitato (48, 49).

Alguns estudos associam a esteatose hepatica resultante da resisténcia a
insulina com o aumento dos niveis de SREBP-1 em resposta a hiperinsulinemia. Em
individuos sensiveis a insulina, ela estimula a producdo de SREBP-1c em periodos
de pos-prandiais, quando ha excesso de carboidrato circulante e niveis maiores de
insulinemia (48, 50). Apesar de na resisténcia a insulina a maioria das a¢des desse
hormonio ser comprometida, essa resisténcia a sua agao € seletiva e a capacidade
da insulina em aumentar a producdo de SREBP-1c é mantida. Logo, a expressao de
SREBP-1c é proporcional a insulinemia, sendo maior nos casos de resisténcia a
insulina, os quais vém sendo associados ao aumento da lipogénese hepatica, além
da redugao da oxidagdo mitocondrial de acidos graxos (49, 51).

O pancreas humano esta localizado na parte superior do abdémen, se estende
do duodeno até o bacgo, por tras do estbmago. Anatomicamente, divide-se em quatro
partes: cabecga (engloba os vasos mesentéricos superiores), pescogo, Corpo e cauda.
A cabeca do pancreas € abragada pelo duodeno, o ducto colédoco atravessa a cabeca
do pancreas e se junta com o ducto pancreatico principal na ampola de
hepatopancreatica e se abre na papila duodenal maior. A cauda do pancreas
encontra-se no ligamento esplenorrenal e entra no hilo do bago (52). Em roedores, a
anatomia do pancreas € menos bem definida e esta imerso no tecido adiposo, contudo
esse modelo animal é frequentemente utilizado para estudar a estrutura e fungdo do
pancreas.

A porgao enddcrina do pancreas é constituida por um grupo de células,
chamadas de ilhotas pancreaticas (ou ilhotas de “Langerhans”), que consiste em cinco

tipos de células diferentes, cada uma das quais € caracterizada pela secrecgao distinta
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de um hormoénio peptidico especifico: glucagon é secretado em células alfa, insulina
€ secretado em células beta, somatostatina é secretada nas células delta, o
polipeptideo pancreatico é secretado em células PP e a grelina é secretada em células
epsilon (53). A figura 5, demonstra a distribuicdo das principais ceélulas na ilhota

pancreatica.

Figura 5 — Distribuicao das células na ilhota pancreatica

lihota normal lihota DM

D Célula alfa . Célula beta [0 Célula delta <@ Vaso sanguineo /-_\ Disfungio das células beta

Nota: As células alfas se distribuem preferencialmente na regido, mas periférica enquanto
que as células beta localizam-se, mas na regido central da ilhota.
Fonte: Franciele Graus, 2017.

A insulina, um horménio hipoglicemiante, controla os niveis pds-prandiais de
glicose circulante através de efeitos metabdlicos que incluem o aumento da captagéo
periférica de glicose (principalmente tecido muscular e adiposo), estimulo da
glicogénese (preservando a glicose estocada para periodos de jejum) e inibicdo da
sintese de glucagon pelas células alfa (interrompendo a produgao hepatica de glicose
via glicogendlise e neoglicogénese). O transporte de glicose através da membrana
celular é influenciado pela flutuagcdo da secrecédo de insulina e mudangas na massa
de células beta a longo prazo que podem ser observadas como forma de adaptagéo
as variagdes sistémicas da insulina necessarias para a normoglicemia (54).

A obesidade juntamente com a Rl provoca alteragbes morfofuncionais que
acometem as células alfa e beta do pancreas com subsequente prejuizo na via de
sinalizagdo da insulina (55, 56). Uma vez que este prejuizo é causado por essas
comorbidades, nas células alfa ocorre aumento da sintese de glucagon ao mesmo
tempo em que ha o aumento da secrecao de insulina pelas células beta (57, 58). Essa
desregulagdo na secrecdo dos hormoénios das células alfa e beta ocasionam RI e
consequente desenvolvimento da intolerancia a glicose, que em longo prazo, pode
levar ao DM2 (58).
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Nas células betas pancreaticas, a insulina ativa a proteina quinase B (AKT) de
forma dependente a ativacdo da fosfatidilinositol-3- quinase (PI3K) (59). Uma vez
fosforilada, a proteina AKT regula positivamente o fator de transcricdo forkhead 2
(Forkhead Transcription Factor 2 — FOXO2), que por sua vez, inibe o fator de
transcrigdo forkhead 1 (Forkhead Transcription Factor 1 - FOXO1) (60, 61). Com a
expressao diminuida da proteina AKT, a expressao de FOXO2 diminui e o FOXO1 é
mais expresso, com consequente diminuicdo do PDX1, caracterizando um estado de
disfungao celular (62). O PDX1 é um fator de transcricdo-chave expresso em diversos
estagios do desenvolvimento do pancreas e também no processo de diferenciagéo
das células beta pancreaticas (63). A sua expressao esta atrelada a preservagao da
funcao das células beta pancreaticas, pois em um ensaio clinico foi demostrado que
ha diminuicao na expressdo PDX1 na Rl e no DM2 (64).

O PDX1 pode ativar nas células beta o gene da insulina, bem como outros genes
envolvidos na detecgdo de glicose e seu metabolismo. Estes genes incluem a
glicoquinase (GK) e transportador de glicose de difuséo facilitada (GLUT)2, os quais
tém sua transcricdo aumentada através da acdo do GLP1, que aumenta a secrecao
de insulina estimulada pela glicose através da ativacdo do monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc) (65, 66). Através do aumento da expressdo do fator de transcricao
PDX1, o GLP1 pode promover a expressdao do gene da insulina e sua biossintese
(66).

Os GLUTs apresentam 14 isoformas descritas na literatura, contudo, o GLUT2
nas células beta pancreaticas é o principal transportador de glicose através da
membrana plasmatica (67). A GK serve como um sensor de glicose nas células beta
pancreaticas, e, através do reconhecimento da glicose induz a secrec¢ao de insulina.
Com o aumento dos niveis de glicose circulante durante a fase pds-prandial, a GK é
fosforilador principal da glicose. Em oposigdo a GK, a enzima glicose-6-fosfatase
(G6Pase) é inibida. Desta forma, a atividade regular da GK é primordial para a
homeostase da glicose durante o periodo pds prandial (68).

Em suma, na via AKT/FOXO1, a fosforilagdo da AKT estimula a captacédo de
glicose para membrana através do transportador GLUT2, que em condi¢gdes normais
inibe a FOXO1 permitindo a transcricdo de PDX1. Cabe ressaltar que a FOXO1 inibe

a proliferacao das células beta pancreaticas através da supressao de PDX1, ja que a



29

FOXO1 quando ativa (fosforilada) se transloca para o nucleo, silenciando o PDX1 (69,

70). Na figura 6 uma breve descricdo do esquema descrito anteriormente.

Figura 6 — Via de sinalizagdo AKT/FOXO1 e sua relagdao com PDX1
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Legenda: GLUT2 (transportador de glicose 2), GK (glicoquinase), G6P (glicose-6-fosfato),
AKT (proteina quinase B), PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase), PDX1(fator homeobox
pancreatico-duodenal) e FOXO1 (fator de transcricado forkhead box O1).

Nota: A seta cheia indica transporte; as setas pontilhadas indicam ag¢des sequencias de
fosforilagao/estimulacdo e a linha interrompida indica inibicdo. O GK é um dos
principais sensores de glicose que levam a secreg¢ao de insulina pelas células beta.
Quando a AKT fosforila a FOXO1, transloca-se do nucleo para o citoplasma, tornando-
se inativa e permitindo a transcricdo de PDX1 (seta pontilhada cinza). Quando a
fosforilagao da AKT n&o ocorre ou reduz, ela transloca-se do citoplasma para o nucleo,
tornando-se ativa e silenciando o PDX1 (seta pontilhada vermelha).

Fonte: Franciele Graus, 2017.

Nos mamiferos existem dois tipos de tecido adiposo: o tecido adiposo marrom
(TAM) e o tecido adiposo branco (TAB). No TAM, adipécitos mantém muitas e
pequenas gotas de lipidios no citoplasma e o nucleo ocupa diferentes posi¢cdes na
célula, seja no centro ou na periferia. As mitocondrias das células do TAM
transformam a maior parte da energia dos lipidios em energia térmica. Assim, o TAM
€ especializado na producgao de calor (termogénese) e, portanto, participa ativamente
na regulacao da temperatura corporal (71). Os depésitos de TAM estao praticamente
ausentes ou em quantidades muito pequenas em humanos adultos, mas sao
encontrados e maiores quantidades em fetos e recém-nascidos, na regidao cervical,
supra clavicular, paravertebral, interescapular e perirenal e em regides interescapular,
subescapular, regides axilar, perirrenal e periadrtica em roedores (72).

O TAB é caracterizado por um padrao unilocular (Unica goticula de gordura
central) e € composto pelos adipdcitos e a fragdo vascular estromal (constituinte
principal de pré-adipdcitos, células imunes e fibroblastos); juntos, adipécitos e fragao

vascular estromal produzem matriz extracelular para manter a integridade estrutural e
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funcional do tecido (73, 74). O TAB tem as fun¢des de contribuir como barreira fisica
ao trauma, armazenamento energético e secregao de proteinas bioativas com atuagao
local e a distdncia, denominadas adipocinas, sendo as mais descritas a adiponectina,
leptina, resistina e fator de necrose tumoral a (TNF-a) (75).

Recentemente foi evidenciado que o TAB pode sofrer diferenciacdo para o tecido
adiposo bege, metabolicamente mais ativo, ao adquirir caracteristicas termogénicas
em um processo denominado browning (este processo de escurecimento ocorre no
TAB subcutaneo — TABs) (76) caracterizado por um aumento na concentragao de
mitocdndrias que permitem uma maior capacidade de transformagdo de energia
quimica em calor, ou seja, maior gasto energético, que pode ocorre através de
estimulos nutricionais ou farmacolégicos (77).

Estudos prévios descreveram que o TABs de roedores apresentou alta expressao
de UCP-1 e outros marcadores génicos caracteristicos do TAM quando comparado
ao TAB visceral (78, 79). Este tecido é encontrado anatomicamente nos locais do
TABs, contudo sua caracteristica metabdlica € semelhante ao TAM incluindo o
potencial termogénico, o padrao de expressao génica, reserva lipidica multilocular e
elevado numero de mitocdndrias (80-82), caracterizando a termogénese adaptativa
no TABs.

O adipdcito bege parece gerar efeitos beneficios sobre 0 metabolismo além de
reduzir o risco de patologias, tais como o DM2 e a obesidade (83, 84). Um estudo
atual estudo indica que o fenbmeno browning (processo de escurecimento do TAB em
tecido adiposo bege) pode ser um novo alvo terapéutico para a redugao de doengas
como obesidade, porém as investigagdes translacionais ainda sao iniciais (85).

Para identificar a célula bege no TAB basta fazer uma marcagao para os genes
tipicos do TAM no TABs, tais como genes envolvidos na termogénese (UCP1),
biogénese mitocondrial (PGC1-alfa), entre outros (86, 87). O PGC1-alfa, co-ativador
transcricional envolvido na biogénese mitocondrial e na expressdo de genes
termogénicos, é primordialmente expresso no TAM e encontra-se aumentado na
vigéncia de atividade termogénica (88). Sabe que 63g de tecido adiposo bege ativo
em um adulto evitaria o acumulo de quatro quilos de gordura ao final de um ano, sendo
essa observagao atribuida ao gasto desse excesso de energia na via termogénica
(89).
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Figura 7. Tecido adiposo branco, marrom e bege
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—

~

| o Lipidio

Lipidio ¢ o Lipidio = .

i Mucleo

( Nicleo . |

- Mitocondria - Mitocéndria . | Nicleo
Mitocéndria
-

Nota: Bege - TABS de reserva lipidica apds passar por um processo de transdiferenciagcao
com foco de tecido adiposo bege termogenicamente ativo.
Fonte: a autora, 2020.

O jejum intermitente (JI) é praticado a milénios, mas apenas recentemente vem
sendo utilizado como uma abordagem dietética cada vez mais popularizada devido
seu potencial efeito emagrecedor (90). Muitos grupos religiosos incorporam periodos
de jejum em seus rituais, incluindo mugulmanos que jejuam do amanhecer até o
anoitecer durante o0 més do Ramada, e cristdos, judeus, budistas e hindus que
tradicionalmente jejuam em dias determinados da semana ou no ano civil (91).
Atualmente existem diversos protocolos de JI (92) o jejum em dias alternados, jejum
de um dia inteiro ou alimentacado com restricdo de horario como uma refeigao por dia
sdo os protocolos mais usados (93). Diferentemente da dieta de restricao caldrica, em
que a ingestao energética diaria é reduzida cronicamente em 20%-40% da energia
total e se realiza diversas refei¢gbes fracionadas durante o dia, no JI o individuo segue
diversos tipos de protocolos de acordo com sua tolerancia. Durante o jejum é permitido
alimentos de baixo valor calérico como café, chas e outras bebidas (94)

Diversos estudos mostraram efeitos benéficos do JI, em modelo animal e
humanos (95-97), como, reducao da pressédo sanguinea e frequéncia cardiaca (98),
reducao da inflamagao, prote¢cado contra neuro degeneragao melhora da sensibilidade
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a insulina e homeostase glicémica e a perda de peso (99-101). Uma explicag&o para
a perda de peso através do JI seria que a enzima lipase hormdnio-sensivel situada
nos adipdcitos, faz a mobilizagao dos lipidios, e € regulada através da adrenalina e
noradrenalina e inibida pela insulina. Na falta de insulina, por exemplo no jejum
prolongado, a lipase hormoénio-sensivel fica intensamente ativada, e remove
abundante quantidade de triglicérides dos adipdcitos. Estes s&o langados no plasma
na forma de acidos graxos livres e sdo captados pelos hepatdcitos. No citoplasma dos
hepatdcitos sdo esterificados com glicerol, originando novamente triglicerideos, ou
s&o clivados em acetil CoA (102).

Estudos mostram que o JI esta relacionado com autofagia (103), um processo
catabdlico celular que da origem a degradagdo de componentes da propria célula
onde ocorre um processo de detoxificagdo. Este processo pode ser estimulado em
determinadas situagdes, como, por exemplo, durante o jejum prolongado (104). A
autofagia tornou-se uma estratégia promissora a ser usada no combate a doencgas
vinculadas ao envelhecimento como cancer, Alzheimer e Parkinson (105-107).

O JI também esta associada ao aumento das concentracdes da adiponectina
(108). Este hormdnio apresenta efeitos na regulagdo da glicemia e o catabolismo de
acidos graxos (109). A adiponectina é primariamente secretada no tecido adiposo. Os
niveis no plasma s&o inversamente relacionados com o percentual de gordura
corporal em adultos, logo individuos com baixo percentual de gordura, apresentam
aumento significativo da concentragdo deste horménio no plasma (110). Dentre
outros, ela apresenta efeitos anti-inflamatorios e antiaterogénico. Alem disso,
adiponectina atua no cérebro para aumentar o gasto de energia e causar perda de
peso (111).

O jejum prolongado resulta em cetogénese, promove potentes altera¢gdes nas
vias metabdlicas e processos celulares, como resisténcia ao estresse, lipdlise e
autofagia, e pode ter aplicagbes médicas, como no controle de crises convulsivas. e
melhora da artrite reumatoide (91, 112)

O JI modifica a neuroquimica cerebral e a atividade da rede neuronal de maneira
a otimizar a funcdo cerebral e o metabolismo energético periférico. Quatro regides
cerebrais que sao particularmente importantes nas respostas adaptativas a Jl incluem
o hipocampo (processamento cognitivo), estriado (controle dos movimentos

corporais), hipotalamo (controle da ingestdo de alimentos e temperatura corporal) e
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tronco cerebral (controle dos sistemas cardiovascular e digestivo) (113). O cérebro se
comunica com todos os 6rgaos periféricos envolvidos no metabolismo energético. A
JI melhora a atividade parassimpatica (mediada pelo neurotransmissor acetilcolina)
nos neurdnios autondémicos que inervam o intestino, o coracdo e as artérias,
resultando em melhor mobilidade do intestino e reducdo da frequéncia cardiaca e
pressdo sanguinea. Ao esgotar o glicogénio das células do figado, o jejum resulta em
lipélise e na geracado de corpos cetbnicos, resultando em uma redugado na gordura
corporal. A JI melhora a sensibilidade a insulina das células musculares e hepaticas e
reduz a producdo de IGF-1. Os niveis de estresse oxidativo e inflamagado sao
reduzidos em todo o corpo e cérebro em resposta a JI (91, 114), figura 8.

Figura 8. Efeitos do jejum intermitente nos tecidos
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Fonte: A Autora, 2020.

Em suma, o JI melhora a sensibilidade a insulina, com efeitos na glicemia,
adiposidade e DM2 em roedores (115), e humanos (116), além de melhorar a
homeostase glicémica (117), perda de peso corporal (118), e aumento da fungao
cognitiva (119). Os mecanismos envolvidos no JI estdo relacionados a vias de
sinalizagao de resposta celular adaptativas, melhorando a saude mitocondrial, reparo
do DNA e autofagia (120).
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A obesidade é considerada uma epidemia mundial que afeta todas as idades, e
esse aumento nas sociedades modernas € influenciado por fatores ambientais e
comportamentais (121). O aumento da massa corporal tem sido relacionado ao
consumo acentuado de lipidios saturados e carboidratos simples. A ingestdo de uma
dieta hiperlipidica leva a varios efeitos deletérios, como o remodelamento do tecido
adiposo com adipdcitos hipertrofiados e o desenvolvimento da DHGNA, Rl e
metabolismo de glicose prejudicado (17, 122)

Estudos investigam os efeitos da ingestdo de frutose, um monossacarideo
encontrado em abundancia em frutas, bebidas agucaradas, sucos e refrigerantes, e
também como xarope de milho (1). Dados recentes mostraram que o consumo de
frutose na populacdo mundial aumentou em 250%, especialmente nos paises
desenvolvidos (123). Isso é importante porque dietas ricas em frutose podem
rapidamente produzir todas as principais caracteristicas da sindrome metabdlica (124)
além de estar associado ao DM2, a inflamacé&o sistémica e a hipertenséo arterial,
independentemente da presenca de obesidade. (125, 126).

As dietas hiperlipidica e rica em frutose tém particularidades na inducado de
alteragdes no metabolismo, mesmo assim, o JI pode ser uma estratégia a ser utilizada
em contraste aos efeitos adversos dessas dietas, com beneficios a saude. Diante do
exposto, o presente estudo comparou o impacto da intervengao JI em diferentes tipos
de dieta experimentais. Investigamos o JI nos parametros metabdlicos e nas
alteracgdes estruturais hepaticas e pancreatica, na inflamagdo, termogénese e no
escurecimento no TABs em animais na idade adulta alimentados com uma dieta

hiperlipidica ou uma dieta rica em frutose.
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1.1 Objetivo geral

Estudar o efeito do JI no figado através do metabolismo hepatico e alteragbes

estruturais hepaticas, no pancreas na estrutura e funcio da ilhota pancreatica assim

como na indugéo de células adiposas bege no tecido adiposo subcutaneo em animais

adultos alimentados com uma dieta hiperlipidica ou uma dieta rica em frutose.

1.2 Objetivos Especificos

f)

Avaliar a evolugado da massa corporal e ingestao alimentar,;

Avaliar o metabolismo carboidratos (glicose e insulina);

Avaliar as adipocinas (adiponectina e leptina);

Analisar o colesterol total e triacilglicerol hepatico e plasmatico e
dosar as enzimas hepaticas (AST e ALT);

Avaliar no figado o remodelamento e dano hepatico, via da
lipogénese, da beta-oxidagcdo e inflamagao através de técnicas
moleculares western blot e qPCR;

Avaliar no pancreas o remodelamento pancreatico e a funcao das
ilhotas pancreaticas através qPCR;

Avaliar no tecido adiposo subcuténeo o gasto energético, inflamacao,

termogénese e escurecimento.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e dieta

O estudo foi conduzido sob os regulamentos do Comité de Etica Local de
Experimentagdo Animal (protocolo numero CEUA/040/2016) respeitando as diretrizes
para experimentagao animal (NIH publicagdo numero 84-23, revisada em 1996). Os
camundongos foram mantidos sob condigdes controladas no sistema Nexgen
(Allentown Inc., PA, EUA) com 20 £ 20 C, 12 h/12 h ciclo escuro/claro e acesso livre
a comida e agua.

Trés grupos (n=60 cada grupo) de camundongos C47BL/6 machos com 12
semanas de idade foram mantidos por oito semanas alimentados com dieta: grupo
controle (C, 10% Kcal lipidios, 14% Kcal proteinas, 76% Kcal carboidratos, 380
Kcal/100g), grupo hiperlipidico (HF — high-fat, 40% Kcal lipidios, 14% Kcal proteinas,
36% Kcal carboidratos, 400 Kcal/100g) e grupo de alta frutose (HFr — high-frutose,
10% Kcal lipidios, 14% Kcal proteinas, 76% Kcal carboidratos, 40% Kcal de
carboidratos de frutose, 380Kcal/100g) (dietas foram fabricadas pela PragSolugdes,
Jau, SP, Brasil, com base nas recomendag¢des da AIN93 para roedores, Tabela 1)
(127). Apos as primeiras oito semanas de indugdo das dietas, os grupos foram
divididos novamente, metade dos animais continuou a se alimentar com suas
respectivas dietas (n=30), e a outra metade do grupo foi submetida a JI (h=30) por um
periodo adicional de quatro semanas. O protocolo JI alternou 24 horas de alimentagao

e 24 horas de jejum. Os novos grupos foram C, C-JI, HF, HF-JI, HFr e HFr-JI.
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Tabela 1 - Composigao e conteudo energético das dietas

- Grupos
COMPOSICAO (g/Kg) c HF HEr
Caseina (proteina 84%) 140 174 140
Amido de milho 620,7 348 146,4
Sacarose 100 100 100
Frutose - - 4743
Oleo de soja 40 40 40
Banha - 238 -
Fibra 40 40 40
Mistura de vitaminas 10 10 10
Mistura Mineral 34 34 34
Cisteina 1,8 1,8 1,8
Colina 2,4 24 2,4
Antioxidante 0,008 0,008 0,008
Total (g) 1,000 1,000 1,000
Energia (Kcal / Kg) 3804 4000 3804
Carboidratos (%) 76 36 76
Frutose (%) 0 0 40
Proteina (%) 14 14 14
Lipidio (%) 10 40 10

Legenda: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e Rica em Frutose (HFru).
Fonte: A autora, 2020.

2.2 Teste oral de tolerancia a glicose e a insulina

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e o teste intraperitoneal de tolerancia
a insulina (TITI) foi analisado antes (82 semana) e apds o JI (122 semana). No TOTG
os animais foram privados de comida durante 6h (1 a.m. - 7 a.m.), glicose (24% em
solugao salina estéril, NaCl a 0,9%, 1 g / kg) foi administrada por via oral para provocar
sobrecarga de glicose. O TITI foi realizado em camundongos em jejum por quatro
horas, e a insulina (0,4 U / kg, Humalog Insulin Lispro, Lilly, IN, EUA) foi injetada por
via intraperitoneal. Nos dois testes, as amostras de sangue foram coletadas aos 0, 14,
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30, 60 e 120 min e a glicemia foi medida (glicosimetro, Accu-Chek, Roche, Alemanha).
As analises foram baseadas na area sob a curva (ASC) de zero a 120 min (GraphPad
Prism v. 8.2.1 para Windows; GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e na avaliagao
do modelo de homeostase para resisténcia a insulina (HOMA-IR), foi calculada como

(insulina em jejum x glicose) / 22.4.(128)

2.3 Massa Corporal, Ganho Ponderal e indice de adiposidade

O Massa Corporal (MC) foi medido semanalmente (sexta-feira, 10h). O ganho
ponderal foi calculado como a diferenga entre o MC inicial e final. O indice de
adiposidade foi calculado dividindo-se as massas de gordura visceral (a soma de
gordura epididimaria, retroperitoneal e subcutanea) pelo MC total e multiplicando o

resultado por 100.

2.4 Ingestao Alimentar e Ingestao Energética

A ingestao de alimentos (diferenga entre os alimentos fornecidos e a quantidade
de alimentos deixados na gaiola apos 24 horas) foi determinada diariamente (7h). A
ingestao alimentar cumulativa foi estabelecida incluindo todos os periodos (dias de
jejum e dias de alimentagdo). A ingestdo de energia foi o produto do consumo

alimentar pelo conteudo energético da dieta.

2.5 Eutanasia

Apos o periodo de intervengéo, os animais foram mantidos em jejum durante 6
h (os animais dos grupos que realizaram JI foram sacrificados durante o periodo
alimentado), o térax foi aberto, o sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca. O plasma

foi separado por centrifugagcéo (120 rpm por 20 min) em temperatura ambiente e
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armazenado a -20°C até a realizagao das analises. Os 6rgéos alvos do estudo, figado,
pancreas e tecido adiposo branco (TAB) epididimario, retroperitoneal e subcutaneo,
foram cuidadosamente dissecados e pesados e serao descritos adiante em sessdes

separadas.

2.6 Bioquimica

Os valores plasmaticos de colesterol total (CT), triacilglicerol (TAG), aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) foram determinados
utilizando um método colorimétrico cinético de acordo com as instrucdes do fabricante
(kits comerciais para espectrofotdbmetro automatico Bioclin System Il, Quibasa, Belo
Horizonte, MG, Brasil)

2.7 Insulina, leptina e adiponectina

Concentragdes de insulina, leptina e adiponectina plasmaticas foram medidas
em duplicatas usando kits de ensaio imunoenzimatico comercialmente disponivel
(Millipore, Merck, Temecula, CA, EUA): adiponectina Kit ELISA (Cat. # EZMADP-60K),
kit ELISA para insulina (Cat. # 13K-EZRMI) e kit ELISA para leptina (Cat. # EZML-
82K) com o equipamento Termoplate (TP-READER ELX800, BiotekInstruments,
USA).

2.8 Figado

2.8.1 Estrutura e Estereoloqia

Fragmentos aleatérios do figado foram mantidos em fixador recentemente

preparado (formaldeido a 4% wl/v, tampao fosfato 0,1 M pH 7,2) por 48h, em
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temperatura ambiente. Depois foi incluido em Paraplast Plus (Sigma-AldrichCo, St.
Louis, Mo, EUA), seccionados com espessura de cinco micrébmetros e corado com
hematoxilina e eosina ou por imunofluorescéncia conforme detalhado mais adiante.
fotomicrografias foram feitas com o microscépio BX41 (Olympus Co, Toquio, Japao)
com camera Infinity 1-4c (LumeneraCo,Ottawa, Canadd). As imagens foram obtidas
em formato JPEG, 24 bits e resolugado de 2492x1944 pixels. Cinco animais por grupo
compdem a amostra. De cada animal adquiriu-se 10 imagens de forma aleatéria,
totalizando 40 imagens por grupo. As imagens foram analisadas utilizando o software
STEPanizer (www.stepanizer.com) com sistema-teste de 36 pontos Figura 9, onde
foram contatos os pontos-teste sobre as goticulas de gordura intra-hepatécitos.
densidade de volume da esteatose no figado (Vv [esteatose, figado]) foi avaliada por
contagem de pontos, conforme descrito (129).

Resumidamente, um sistema teste composto de pontos foi sobreposto com
imagens. Vv (esteatose hepatica) foi a razdo entre os pontos que atingem as goticulas
de gordura (PP [esteatose hepatica]) e os pontos totais do sistema (PT): Vv [esteatose
hepatica] = PP [esteatose hepatica] / PT (130).

Figura 9. Sistema teste gerado pelo software Stepanizer, para analise de esteatose
do figado
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2.8.2 Bioguimica hepatica

O colesterol e triacilglicerol hepatico foram medidos em tecido hepatico em
conformidade com os protocolos de rotina descritos anteriormente (131).
Resumidamente, as amostras congeladas (40 mg) foram colocadas num processador
de ultrassons (modelo LB-130 PB, Laabormetric, Miami, FL, EUA) com 1 ml de
isopropanol e o homogeneizado foi centrifugado a 2000 G. Depois, 4 uL do
sobrenadante foi analisado com um analisador automatico (K44, BIOCLIN Sistema II;
Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil), utilizando um kit para medir triacilglicerol ou
colesterol. Além disso, as enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) foram medidos no plasma, utilizando um método colorimétrico
cinético (BIOCLIN Sistema II; Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).

2.8.3 Microscopia confocal de varredura a laser

Nos cortes de tecido hepatico, para a recuperagao antigénica foi utilizado o

tampao citrato (pH 6,0) por 20 min, apds foi realizado o bloqueio com cloreto de
amonio e 2% de glicina, em seguida as laminas foram incubadas com o anticorpo
primario anti-PLIN 2 (perilipina 2, CSB-PA920084, CUSABIO, College Park, MD,
EUA). O anticorpo secundario foi conjugado ao fluoréforo Alexa e as secgdes foram
montadas com slow-fade (Invitrogen, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). As imagens
digitais imunofluorescentes foram obtidas com uma microscopia confocal de varredura

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

2.8.4 Western Blot

A extracao de proteina foi isolada a partir de tecidos homogeneizados de figado,

e as proteinas totais foram avaliadas utilizando a técnica de transferéncia de Western.
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Inicialmente, 100 mg de figado congelados foram homogeneizados em tamp&o
contendo inibidores de protease. Os homogenatos foram centrifugados a 4° C, os
sobrenadantes foram recolhidos, e a proteina total foi determinada utilizando um kit
de ensaio de proteina BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Quantidades iguais
de proteina total foram separadas usando eletroforese em gel de poliacrilamida. A
membrana foi bloqueada por incubacédo em 4% (peso/volume) de leite desnatado seco
em solugao salina tamponada com Tris (20 mmol/L de Tris/HCI pH 7,4 e 400 mmol/L
NaCl). Incubou-se durante a noite a 4° C, com os seguintes anticorpos primarios:

a) Lipogénese: proteina de ligacdo a elementos reguladores de esterol
(SREBP1) -c (68 kDa; SC367), proteina de ligagdo a elementos
responsivos a carboidratos (ChREBP; 93 kDa; SC33764), sintase de
acidos graxos (FAS; 270 kDa; SC20140), proliferador de
peroxissoma receptor ativado (PPAR) y (67 kDa; SC7273);

b) B oxidacdo: PPAR a (44 kDa; SC9000), acil-CoA oxidase (ACOX1; 4
kDa, SC7476);

c) Inflamagéao: interleucina (IL) 1B (17 kDa, SC42012); IL6 (21 kDa,
ab7737); fator nuclear (NF) kB (64 kDa, SC109); fator de necrose
tumoral (TNF) a (26 kDa, SC1340).

As membranas foram também incubadas com anti-beta-actina (anticorpo
monoclonal; 43 kDa; SC-81178; 1: 1000). Apds a incubagédo, as membranas foram
lavadas com T-TBS e incubados com anticorpo secundario por 1h a temperatura
ambiente, com agitacdo constante. Para a detecgdo das imagens foi utilizado o
reagente ECL e as imagens foram obtidas pelo Bio-Rad image ChemiDoc XRS
Molecular System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade das bandas de
quimioluminescéncia foi quantificada utilizando o software Imaged (versao 1.41, NIH
imagej.nih.gov/ij, EUA).

2.8.4 Reacio em Cadeia da Polimerase em tempo real (gPCR)

O RNA total foi extraido a partir de cerca de 40 mg de tecido do figado utilizando Trizol

reagente (Invitrogen, CA, EUA) e o RNAm foi quantificado (GE Healthcare Life
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Sciences, Piscataway, NJ, EUA) com 1 ug de RNA tratado com DNAse | (Invitrogen).
A sintese da primeira cadeia de cDNA foi realizada utilizando Oligo (dT) iniciadores
para RNAm e Superscript Ill da transcriptase reversa (ambos da Invitrogen). O gPCR
foi realizada utilizando um reciclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e a Mix
Sybergreen (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Os primers foram projetados usando o software Primer3, Figura 10. A beta-actina
(figado) e GAPDH (TABs) foram utilizados para normalizar a expressdao dos genes

selecionados.

Figura 10. Primes utilizados no Figado

Gene FwW RV

Beta-actina FW TGTTACCAACTGGGACGACA RV GGGGTGTT GAAGGTCTCAAA
CHREBP1 FW CACTCAGGGAATACACGCCTAC RV ATCTTGGTCTTAGGGTCTTCAGG
FAT/CD36 FW CCCTCCAGAATCCAGACAAC RV TGCATTTGCCAATGTCTAGC

FAS FW TCGAGGAAGGCACTACACCT RV CACCCACTGGAAGCTGGTAT
SREBP-1c FWW AGCAGCCCCTAGAACAAACA RV TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
PPAR-gama FW CACAATGCCATCAGGTTTGG RV TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
PLIN 2 FW AATATGCACAGTGCCAACCA RV CGATGCTTCTCTTCCACTCC

CPT 1 FW GCAGAGCACGGCAAAATGA RV GGCTTTCGACCCGAGAAGAC
MCP1 FW GCTGGAGAGCTACAAGAGGATCA RV CTCTCTCTTGAGCTTGGTGACAAA
PGC1 alfa FW AACCACACCCACAGGATCAGA RV TCTTCGCTTTATTGCTCCATGA
PPAR alfa FW CAAGGCCTCAGGGTACCACTAC RV GCCGAATAGTTCGCCGAAA

IL1 FW ACGGATTCCATGGTGAAGTC RV CTCACAAGCAGAGCACAAGC

ILG FWAGTTGCCTTCTTGGGAGTGA RV ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT
THF alfa FW TCAGCCGATTTGCTATCTCA RV TGGAAGACTCCTCCCAGGTA

Legenda: ChREBP, proteina de ligagcdo a elementos responsivos a carboidratos; CPT,
Carnitina palmitoil transferase |; FAT/CD36 translocase de acidos graxos, FAS, sintase
de acidos graxos; IL, interleucina; PGC1, Coativador gama 1-alfa do receptor ativado
por proliferador de peroxissoma; PLIN, Perelipin; PPAR, proliferador de peroxissoma
receptor ativado; Mcp, Proteina de quimioatratores de mondcitos; SREBP1, proteina
de ligacdo a elementos reguladores de esterol; TNF, fator de necrose tumoral.

Fonte: A Autora, 2020.

As reacgbes de qPCR foram realizadas como se segue: depois de uma pre-
desnaturacao a ativagédo da polimerase foi programada para (4 min a 94°C), quarenta
ciclos cada consistindo em 94°C durante 10 seg. e 60°C durante 14 seg. eram
seguidos por um programa de curva de fusédo (60-94 C, com taxa de aquecimento de
0,1°C/s). Os controles negativos consistiram em pog¢os nos quais cDNA foi substituido

por agua deionizada. A razao entre expressao de RNAm relativa (RQ) foi calculado
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usando a equacao 2-AAct -Act expressos como a diferenga entre o numero de ciclos

(CT) do gene alvo endégeno e o de controle enddgeno.

2.9 Pancreas

Para as analises pancreaticas utilizamos os grupos que receberam dieta controle
e dieta hiperlipidica e suas contrapartes que realizaram o Jejum Intermitente. O
pancreas de cinco animais de cada grupo foi dissecado, pesados e seguiram o
protocolo de rotina de processamento para o pancreas; enquanto que para a

realizacado do isolamento de ilhotas pancreaticas foram utilizados dez animais (n=10).

2.9.1 Estrutura e estereologia

O pancreas foi seccionado inteiramente com 4 uym de espessura. As sec¢des
foram coradas alternadamente com hematoxilina e eosina (HE) ou incubadas com
anticorpos (anti-glucagon e anti-insulina) em uma proporg¢ao de 10 se¢des HE para
uma sec¢ao imunocorada com anti-glucagon ou anti-insulina. Imagens digitais foram
obtidas e campos aleatérios no pancreas foram estudados por animal (microscopio
Nikon modelo 80i e camera digital DS-Ri1, Nikon Instruments, Inc., Nova York, EUA).
Resumidamente, a densidade de volume das ilhotas (Vv [ilhota, pancreas]) foi
estimada por contagem de pontos (a raz&o entre o numero de pontos que atingem
ilhotas, Pp [ilhota, pancreas] e os pontos de teste do sistema de teste, PT) (132) Figura
11. Assim, a massa das ilhotas (M [ilhota, pancreas]) foi estimada como o produto de

Vv [ilhota, pancreas] e massa do pancreas (medido anteriormente).
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Figura 11. Sistema teste gerado pelo software Stepanizer, para analise da ilhota
pancreatica
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Fonte: A Autora, 2020.

A area seccional das ilhotas foi avaliada como A [ilhota, pancreas] = Vv [ilhota,
pancreas] / 2. QA [ilhota, pancreas] (QA é a densidade numérica de ilhotas por area
em uma estrutura de area conhecida, mas evitando a ilhota (133). Além disso, as
densidades de volume das células alfa e beta (Vv [célula alfa, ilhota] e Vv [célula beta,
ilhota]) foram estimadas por analise de imagem em seg¢des incubados com anti-
glucagon (Ab1846, Abcam Cambridge, MA, EUA; 1: 100) e anti-insulina (sc-9168,
Santa Cruz Biotech, CA, EUA; 1: 100) e depois incubados com anticorpos secundarios
biotinilados e conjugados estreptavidina-peroxidase. As se¢des foram lavadas em
PBS, reveladas com diaminobenzidina liquida (DAB, Histostain Plus Kit, Invitrogen,
CA, EUA) e contrastadas com hematoxilina. A ilhota com coloragdo imuno-
histoquimica foi descrita (a ferramenta 'regido de interesse’, ROI) e a imagem obtida
na janela de deconvolugado em cores foi a imagem DAB (area positiva para glucagon

e area positiva para insulina) (Figura 12) medida em unidades de intensidade,
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convertido em densidade Optica (%) (Imaged v. 1.42/FI1JI, Http://imagej.nih.gov/ij)
(134).

Figura 12. Tela de impresséo de duas etapas da estimativa da densidade de volume
das células beta por analise de imagem
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Legenda: A-delimitacdo da area de interesse, B - segmentacdo da regido com
imunomarcagao com anticorpo anti-insulina e estimativa da densidade.
Fonte: A Autora, 2020.

Finalmente, a massa de células alfa (M [célula alfa, ilhota]) e a massa de
células beta (M [célula beta, ilhota]) foram determinadas como o produto de Vv
[célula alfa, ilhota] ou Vv [beta célula, ilhota] e M [ilhota, pancreas] (130, 135).


http://imagej.nih.gov/ij
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2.9.2 Imunohistoquimica e Imunofluorescéncia das ilhotas

Para a técnica de imunohistoquimica, apds a desparafinizagéo, a recuperacao
antigénica do pancreas foi realizada com tampé&o citrato (60°C, pH 6.0, por 20 minutos)
a fim de facilitar a localizacdo de proteinas intracelulares. Apés isso, a atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com 0,3% de perdxido de hidrogénio em PBS. A
sequir, os cortes foram incubados com anticorpos primarios: anti-insulina (insulina [H-
86], sc-9168, Santa Cruz) e anti-glucagon (AB 36232, ABCAM ambos foram diluidos
em 1:100. As reagdes foram amplificadas pelo amplificador (944D-31), seguido por
incubacado com detector de polimero HRP (944D-32) (HiDef Detec¢gao HRP Polimero
Sistema, Marque Celular, CA, EUA). Os cortes foram lavados em PBS, reveladas com
3'3'diaminobenzidine liquida (DAB Substrate Kit, Marque Celular, CA, EUA), e
contrastadas com hematoxilina. As imagens digitais foram obtidas em um microscopio
Leica DMRBE (Wetzlar, Alemanha) e camera digital Lumenera Infinito (Ottawa, ON,
Canada).

2.9.3 Marcacio dupla de células alfa e beta

A dupla marcagdo por imunofluorescéncia das expressdes de insulina e
glucagon permitiu observar a distribuicdo das células alfa e beta. As se¢des foram
desparafinizadas e a recuperagao antigénica utilizou tampao citrato (pH 6,0) por 20
minutos, bloqueando-o com cloreto de amdnio e glicina a 2%. A ligagao inespecifica
dos anticorpos policlonais foi bloqueada por incubacdo em PBS / BSA a 4% e as
sec¢Oes foram incubadas com os anticorpos primarios durante a noite a 4 ° C (anti-
glucagon de coelho Ab1846, Abcam Cambridge, MA, EUA, 1:40 e porquinho-da-india
anti-insulina Ab7842, Abcam, 1:40). Os anticorpos secundarios foram conjugados aos
Alexa 446 e Alexa 488 (Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA), Apos
lavagem em PBS, todas as laminas foram montadas com DAPI para visualizagdo dos
nucleos celulares e slow-fade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) a fim

de manter a fluorescéncia. Os controles negativos foram obtidos, omitindo os
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anticorpos primarios. As imagens digitais imunofluorescentes foram adquiridas com o
microscopio confocal de varredura a laser Nikon (Modelo C2, Nikon Instruments, Inc.,
Nova York, EUA).

Para imunofluorescéncia, apos a desparafinizagao, a recuperagéo antigénica foi
realizada utilizando um tampé&o de citrato (60°C, pH 6.0, durante 20 minutos) e
bloqueio com glicina a 2% em tampao de bloqueio (PBS/4%BSA). Os cortes foram
simultaneamente incubados com anticorpo anti-insulina (ab7842, ABCAM) e anti-
glucagon (ab36232, ABCAM). Os anticorpos primarios foram diluidos a 1:40 em
tampao de bloqueio (PBS/BSA a 1%) e incubados durante a noite a 4°C.
Posteriormente, as amostras foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente
com anticorpos secundarios conjugados com fluorocromo: Alexa-488 (ovelha) para
glucagon e Alexa - 446 (porquinho da india) para insulina (Invitrogen , Molecular
Probes , Carlsbad , CA , EUA), ambos diluidos a 1:40 em PBS / BSA a 1%.

2.9.4 Isolamento das llhotas

Em outro grupo de animais, as ilhotas foram isoladas por digestdo com
colagenase (n = 4) (136), que consiste na destruicao seletiva do parénquima exdcrino
pancreatico. Para tanto, apos incisdo abdominal, o figado foi rebatido para expor a
vesicula biliar. O ducto biliar foi localizado e suas porg¢des cranial (figado e vesicula
biliar) e caudal (duodeno) foram amarradas para evitar a saida de solugdo de
colagenase. Introduziu-se uma canula no interior do ducto biliar para que o pancreas
pudesse ser inflado através do ducto pancreatico com solugdo de Hanks
(suplementado com albumina sérica bovina — BSA 1,0 mg/mL) contendo 0,8 mg/mL
de colagenase tipo V (C9263, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Foi injetado um volume
inicial de trés mL, completando-se para um volume final de cinco mL.
Posteriormente, o pancreas foi removido, colocado em um tubo Falcon de 14 mL e
submergido em banho-maria a 37 °C durante 14 minutos, para permitir a digestdo do
tecido exdcrino pela colagenase. Em seguida, o tubo foi agitado vigorosamente
durante 14 segundos para facilitar a desagregacdo do tecido pancreatico e,

imediatamente, foi adicionado 10 mL de solugdo de Hanks resfriada (4 °C), com
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objetivo de interromper a digestao pela colagenase. O digerido foi lavado trés vezes
com solugédo de Hanks resfriada e centrifugado a fim de desprezar o tecido exdcrino.
As ilhotas foram coletadas manualmente em placa de Petri com fundo preto, com
auxilio de um microscépio estereoscédpico com camera (Luxeo 4D, LABOMED, CA,
EUA) através da pipeta de Pasteur e imediatamente congeladas em freezer -80°C
(Figura 13) e destinadas a técnica de Western blot.

Figura 13. Isolamento das ilhotas pancreaticas pelo método da colagenase

Pancreas insuflado Pancreas retirado
com colaoenase

Y M

Separagio e descarte Isolamento da pergdc Ilhotas pancreaticas
do tecido exdering endocrina do pancreas

Nota: Foi introduzida uma canula no interior do ducto colédoco para que o pancreas pudesse
ser inflado com solugdo de Hanks suplementada com BSA. O pancreas entado foi
removido, colocado em tubo Falcon e incubado para permitir a digestdo do tecido
exdécrino, seguida por sucessivas lavagens para a eliminagdo do tecido digerido. As
ilhotas pancreaticas, preservadas pela digestdo com colagenase, foram entdo isoladas
e recolhidas.

Fonte: Adaptada de Borges, 2015 (137).

2.9.5 Western Blotting das llhotas Isoladas

As ilhotas foram centrifugadas (11.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos), o
sobrenadante foi recolhido e a concentragado de proteina foi determinada utilizando
um kit de ensaio de proteinas BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). A mesma
concentragao de proteinas (~20 ug) por amostra foram desnaturadas (4 minutos a 100
°C), separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (8-10%, SDS-PAGE) e
transferidas para uma membrana de PVDF (polyvinyldifluoride, Amersham
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Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). Sequencialmente, a membrana foi incubada com
anticorpo primario (3% BSA) e anticorpo secundario (4% leite em p6 desnatado
Molico®), ambos diluidos em tampao salina com Tris (TBS-T [20 mmol/L de Tris/HCI
(pH 7,4) e 400 mmol/L de NaCl em temperatura ambiente, durante duas horas para
evitar ligacdes inespecificas.

As membranas foram incubadas durante a noite a 4°C com os seguintes
anticorpos primarios:

a) AKT total (Akt / PKB, anti-coelho, 44-609G, Invitrogen; 1: 400 / 60
kDa);

b) pAKT (Akt / PKB [pS473], anti-coelho, 44-621G, Invitrogen; 1: 400 /
64 kDa);

c) B-actina (Beta actina anti-camundongo, SC81178, Santa Cruz,
1:1000/43KDa);

d) IL6 (anti-coelho, interleucina-6, AB7737 Abcam; 1:400/21KDa);

e) PDX1 (anti-cabra, homeobox duodenal pancreatica 1, AB3403
Abcam, 1:400/46kDa);

f) NFkB (anti-coelho, fator nuclear kappa B, SC-109, Santa Cruz,
1:400/64KDa);

g) p43 (anti-camundongo, supressor de tumor p43, Nb200-103 Novus
Biologicals, 1:400/43KDa).

Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
especifico para a origem do anticorpo primario, durante uma hora a temperatura
ambiente. A expressao das proteinas foi detectada por meio de um sistema de
detecgdo de quimiluminescéncia com ECL e as imagens das bandas foram obtidas
com o Sistema ChemiDoc XRS de imagens moleculares (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA). A intensidade das bandas quimioluminescentes foi quantificada utilizando o
software ImagedJ, versao 1.41 (NIH,imagej.nih.gov/ij, EUA).

ApOs esta etapa, os anticorpos foram retirados das membranas por solugao
stripping e remarcados com beta-actina (anti-camundongo, SC81178, Santa Cruz
Biotecnologia, 1:1000), como proteina constitutiva para normalizar os dados obtidos.
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2.10 Tecido Adiposo Subcutédneo (TBAs)

2.10.1 Calorimetria indireta

Os animais foram colocados nas gaiolas metabdlicas do sistema de médulo de
calorimetria por 72 h (as primeiras 24 h foram consideradas um periodo de
aclimatacdo e descartados da analise), uma semana antes do sacrificio (Oxylet
System, Panlab Havard Apparatus, Barcelona, Espanha). Os grupos C e HF tiveram
livre acesso a alimentos e agua, mas os grupos C-IF e HF-IF seguiram o protocolo IF.
A taxa de troca respiratoria foi calculada pela taxa de producéo de didéxido de carbono
e captacdo de oxigénio medida pelo sistema. O estudo concentrou-se no gasto
energético (EE) e quociente respiratorio (QR) comparando os grupos nos dias de

alimentagao e jejum.

2.10.2 indice de resisténcia a insulina em jejum

O indice de resisténcia a insulina em jejum foi avaliado: FIRi = glicemia de jejum

* insulina em jejum / 24 (138).

2.10.3 Estereologia TABs

Os TABs (entre a parte inferior da caixa toracica e a coxa) foram separados para
microscopia ou congelados em nitrogénio liquido para analise molecular.

Os TABs foram fixados com formaldeido incorporadas no Paraplast plus (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), seccionados em série com 4 um de espessura, as
secOes foram coradas alternadamente com hematoxilina e eosina ou foi realizada

imuno-histoquimica (ver descrigao abaixo ) As imagens das se¢des HE foram tiradas
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com o microscopio BX41 e a camera digital DP71 (Olympus Co., Toquio, Jap&o), e a
densidade do volume de adipdcitos multiloculares nos TABs foi estimada pelo método
de contagem de pontos em sec¢des aleatérias ao longo dos TABs em um quadro
contendo 49 pontos de teste (a significancia do total de pontos contados foi
determinada previamente usando um nomograma baseado na formula de Hally) (130,
139).

2.10.4 Imunofluorescéncia e microscopia confocal de varredura a laser

A recuperacgao antigénica (tampao de citrato de pH 6,0 por 20 min) foi seguida
por bloqueio de ligagdo ndo especifica com cloreto de aménio, glicina a 2% e
PBS/BSA a 4%. As seg¢des foram incubadas com anticorpos primarios anti-UCP1
(anti-cabra, SC-6429, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), PCNA (anti-coelho, CSB-
PA01467A0Rb, Cusabio, Houston, TX, EUA) e CASP3 clivado (anti-coelho, CSB-
PA000004, Cusabio). Os anticorpos Alexa Fluor 488 (UCP1 e CASP3 clivado) e 446
(PCNA) secundarios anti-cabra ou anti-coelho foram utilizados para
imunofluorescéncia. As laminas foram montadas com SlowFade (Invitrogen, Molecular
Probes, Carlsbad, CA, EUA) para manter a fluorescéncia, e os controles negativos
foram obtidos pela omissdo de anticorpos primarios. As imagens digitais
imunofluorescentes foram tiradas no microscopio Nikon Confocal Laser Scanning
(Modelo C2, Nikon Instruments, Inc., Nova York, EUA).

2.10.5 Reacio em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (qPCR)

O RNA total da amostra de TABs foi extraido com reagente TRIzol
(Invitrogen, Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA). A quantidade de RNA foi
medida com espectroscopia Nano Vue (GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ, EUA) com 1 ug de RNA, tratado com DNase | (Invitrogen). A

sintese do cDNA da primeira fita foi realizada utilizando um primer oligo (dT) para
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o mRNA e a Transcriptase Reversa Superscript Il (Invitrogen, Molecular Probes,
Carlsbad, CA, EUA). O gPCR foi realizado com o StepOne plus Cycler e SYBR
(Invitrogen). A expressdo de cada gene alvo foi normalizada usando GAPDH. As
intensidades de expressao dos genes foram analisadas por qPCR e os primers foram
projetados usando o software Prime3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.3.0/) (Figura 14).
A proporcado da expresséao relativa de mRNA foi calculada usando 2-AACT - ACT
como a diferenga entre o numero de ciclos (CT) do gene alvo e o controle endégeno
(140).

Figura 14. Primers utilizados no TABs.

Gene FW RV

Adiponectina GGAACTTGTGCAGGTTGGAT TCTCTCCAGGAGTGCCATCT
Caspase 3 GGGAGCAAGTCAGTGGACTC CAGAGCGAGATGACATTCCA
Cide a CTCGGCTGTCTCAATGTCAA GGAACTGTCCCGTCATCTGT
I ACGGATTCCATGGTGAAGTC CTCACAAGCAGAGCACAAGC
e AGTTGCCTTCTTGGGAGTGA ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT
Leptina CCTGTGGCTTTGGTCCTATC TGATGAGGGTTTTGGTGTCA
Mcp 1 GCTGGAGAGCTACAAGAGGATCA CTCTCTCTTGAGCTTGGTGACAAA
Pcna TAGCCACATTGGAGATGCTG GGTTACCGCCTCCTCTTCTT
Tnfa TCAGCCGATTTGCTATCTCA; TGGAAGACTCCTCCCAGGTA
Ucp 1 TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC
Vegfa ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT TATGTGCTGGCTTTGGTGAG
B3ar ACAGGAATGCCACTCCAATC AAGGAGACGGAGGAGGAGAG
[B-actin TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Legenda: B3ar, adrenorreceptor beta3; Cidea, ativador de morte celular a; Il, interleucina; Mcp,
Proteina de quimioatratores de mondcitos; Pcna, antigeno nuclear de célula em
proliferacédo; Tnf, fator de necrose tumoral; Ucp, proteina de desacoplamento; Vegf,
fator de crescimento endotelial vascular.

Fonte: A autora, 2020.
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2.11 Analise estatistica

Os dados foram as médias e desvios-padrao (DP) e foram analisados com a analise
de variancia de Brown-Forsythe e Welch (ANOVA, que n&o assume DP igual entre os
grupos) e com o teste de comparagdées multiplas de Dunnett T3 (recomendado para
amostras pequenas) (141). O efeito da dieta e do JI e a interagdo entre esses dois
fatores foram analisados com o teste ANOVA de duas vias e o teste de comparacodes
multiplas de Holm-Sidak.

Nas primeiras oito semanas, tendo apenas dois grupos (C e HF), as diferengasentre
os grupos foram analisadas pelo teste t de Student com corre¢cao de Welch. Depois
disso, as diferengas entre os grupos foram testadas pela analise de varidncia de
Brown-Forsythe e Welch ja mencionados. Além disso, o efeito da dieta e do JI, e a
interagcéo entre esses fatores, foram testados com o teste ANOVA de dois fatores. O
valor de P<0,05 foi consistente com um nivel estatisticamente significativo (GraphPad
Prism v. 8.3 para Windows, San Diego, CA, EUA).
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3. RESULTADOS

3.1 FIGADO

A variacao percentual nos dados foi calculada como a razao entre a variacdo do
grupo que queremos conhecer (por exemplo, grupo HF) em relagéo a outro grupo (por
exemplo, grupo controle) menos 1 (a unidade), e o resultado é apresentado como uma

porcentagem.

3.1.1 JI afeta MC, glicose de jejum e indice de adiposidade, mas ndo a ingestio de

alimentos

MC nao foi diferente entre os grupos quando o estudo comegou. Na oitava
semana, o grupo HF apresentou a MC significativamente maior do que os grupos C
(+12%) e HFr (+17%) (Tabela 2 e Figura 15). Os animais que realizaram JI
apresentaram menor MC do que suas contrapartes: HF-JI vs. HF, -11%; HFr-JI vs.
HFr, -16%; C-JI vs. C, -12%. No entanto, ao analisarmos o JI, os animais do grupo
HF-JI apresentaram maior MC quando comparado ao HFr-JI, +23% (Tabela 2 e Figura
15).

A glicemia de jejum aumentou 19% no grupo HF em comparagdo com o grupo
C e 32% no grupo HFr em comparacédo com o controle (Tabela 2).

O indice de adiposidade foi 104% maior no grupo com HF quando comparado
ao grupo C, mas diminuiu por causa do JI. C-IF versus C (—26%), HF-IF versus HF (-
47%), HFr-IF versus HFr (-44%). O grupo HF-IF permaneceu maior que o grupo C-IF
(+ 47%; Tabela 2).

Nao houve diferenga na ingestdo alimentar nos dias que os animais foram
alimentados. A ingestdao cumulativa de alimentos diminuiu nos camundongos que

fizeram JI em comparagéo com os seus homologos: grupo C-JI vs C -41%; grupo HF-
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JI vs. HF, -43% e grupo HFr-JI vs. HFr, -46%. No entanto, ndo houve diferencas entre

0s grupos que realizaram JI (Tabela 2).

Figura 15. Evolugao da massa corporal
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Legenda: Controle (C), Hiperlipidica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI).
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Nota: SignificAncia estatistica * P <0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.1.2 Jl diminui a intolerancia a glicose devido a dieta

Tanto o grupo HF como o grupo HFr mostraram intolerancia a glicose antes do

JI (ASC foi elevada em comparagao ao grupo C: HF +34%; HFr +26%. Houve melhora

da tolerancia a glicose nos grupos JI quando comparando a seus homologos: HF-JI
vs. HF, =11%; HFr-JI vs. HFr, -12% O grupo HFr-JI continuou a apresentar a ASC
elevada quando comparado ao grupo C-JI (+14%) (Figura 16).
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Figura. 16. TOTG (com base na area sob a curva)
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Legenda: (A) Antes do jejum intermitente. (B) Apds jejum intermitente. Grupos: Controle (C),
Hiperlipidica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sao expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.1.3 Jl afeta as concentracoes plasmaticas de CT, TAG, insulina, adiponectina e

leptina

Os niveis de CT foram maiores nos grupos HF e HFr do que no grupo C (HF,
+31%; HFr, +44%). Os grupos JI apresentaram CT menor do que suas contrapartes:
HF-JI vs. HF (-20%), HFr-JI vs. HFr (-20%). No entanto, em comparagéo com C-JI, os
niveis de CT foram mais elevados no grupo HFr-dI (+31%), mas nao no grupo HF-JI
(Tabela 2).

Os niveis de TAG foram aumentados tanto no grupo HF quanto no grupo HFr
em comparagao com C (HF, +43%; HFr, +63%), mas os grupos J| apresentaram niveis
de TAG menores que seus homoélogos: HF-JI vs. HF (-22%); HFr-JI vs. HFr (-17%).
Os niveis de TAG permaneceram elevados no grupo HFr-JI em comparagéo com C-
JI (+33%) (Tabela 2).

Os niveis de insulina foram maiores nos grupos HF e HFr em comparagéo com
C (+34% para ambos os grupos). Niveis mais baixos de insulina foram observados
nos grupos JI comparados aos seus homologos: HF-JI vs. HF (-27%); HFr-dI vs. HFr
(-31%) (Tabela 2).
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Os grupos HF e HFr mostraram niveis mais baixos de adiponectina em
comparagédo com o grupo C (HF, —46%; HFr, -48%). O JI melhorou os niveis de
adiponectina no grupo HFr-JI vs. HFr (+71%), mas ndo no grupo HF-JI. Além disso,
tanto o grupo HF-JI quanto o grupo HFr-JI apresentaram niveis mais baixos de
adiponectina que o grupo C-JI (HF-JI, -44%; HFr-JI, -29%) (Tabela 2).

Os niveis de leptina foram elevados nos grupos HF e HFr em comparagédo com
o grupo C (HF, +141%; HFr, +34%). Entretanto, os niveis de leptina diminuiram no
grupo HF-JI vs. HF (-29%) (Tabela 2).

3.1.4 Jl diminui o HOMA-IR atenuando a resisténcia a insulina

O HOMA-IR foi maior no grupo HF (+ 81%) e no grupo HFr (+ 91%) em
comparagao com C. O grupo HF-JI apresentou um menor HOMA-IR que o grupo HF
(31%), e o grupo HFr-dI apresentou HOMA-IR menor que o grupo HFr (38%; Tabela
2).



Tabela 2 - Comportamento alimentar e bioquimico
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Pré Ji C HF HFr

8% semana

Glicose jejum (mmol/L) 4,3+0,4 6,3+0,4% 7,0£0,6171

Massa corporal (g) 24,9417 29,1+2 3% 24,0+1,61

Pés JI C C-Ji HF HF-JI HFr HFr-JI

122 semana

Adiponectina (108 pg/mL) 11,712,6 11,7£2,3 4,1+0,41 6,4+0,8# 4,9+0,91 8,4+1,08#
ALT (U/L) 42,2+6,7 36,0£10,1 114,4£16,8%f 78,4+6,8t#  80,0+11,1%t 46,4+10,181#*
AST (U/L) 67,618,2 69,6+4,4 130,2+16,65 94,8+9,31 134,4+27,9% 106,8+14,8#
CT hepatico [(mg/dL)/g] 0,8+0,04 0,8+0,04 1,0£0,09% 0,9+0,04 1,240,131t 0,910,068
CT Plasma (mg/dL) 118,9+14,0 112,8+13,4 146,0+18,65 124,6£11,8t 183,920,211 147,4+12,68#
Glicose jejum (mmol/L) 4,4+0,2 4,410,2 7,310,4% 7,010,4# 7,7+0,3% 6,810,8#
HOMA-IR 2,04+0,3 2,00+0,3 3,71+£0,3t 2,49+0,61 3,92+0,1% 2,41+0,7§
indice de Adiposidade 26904 1,98 £ 0,1% 443 +0,8% 2,92 + 0,47 2,81+0,6 1,44 + 0,68t
Ingestao Alimentar (g/c/jejum) 2,3 +0,1 22+0,2 2,3+0,06

Ingestao Alimentar 2,3+0,1 23+0,2 22+0,2 21+0,1 2,3+0,06 23102
(g/clalimentado)

Ingestdo Alimentar cumulativa 69,4 £ 4,6 34 +£3,43 ¢t 64,0+8 30,7+6,81t 70,4+1,3 30,8+4,7§
(g/c/més)

Insulina (1U/L) 8,4+1,2 8,2+1,2 11,410,3% 8,4+1,8t 11,410,3% 7,912,1§
Leptina (102 pg/mL) 14,012,2 14,313,2 36,1+4,2% 24 7+2 41t# 20,212,471 19,4142
Massa corporal (g) 24,812,2 22,8+2,0% 29,612,6% 26,412,0t 24 411,61 21,412 3§
Massa do figado (g) 1,0£0,02 0,8+0,14 1,31£0,10% 1,1£0,17 1,310,21% 1,1£0,07
TAG hepatico [(mg/dL)/g] 1,610,114 1,4+0,3 2,410,28% 1,810,13t 2,210,37% 1,610,148
TG Plasma (mg/dL) 63,6+12,3 64,4+9,3 91,048,1% 71,2+6,9t 103,6+3,4% 84,8+6,78#

Legenda:f # controle. ¥ # grupo pareado sem JI. Controle (C), Hiperlipidica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI).
Nota: Dados apresentados como media £ DP. Significancia estatistica (P <0,05).

Fonte: A autora, 2020.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089990071830501X?via%3Dihub#tb1fn2
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3.1.5 Jl reduz a esteatose hepatica e os marcadores de lesdo hepatica

A massa hepatica foi maior nos grupos HF e HFr em comparagao com o grupo
C (27% maior em ambos os grupos). O JI ndo reduziu a massa hepatica (Tabela 2).
Os niveis de CT hepaticos foram aumentados nos grupos HF e HFr do que no grupo
C (HF, +17%; HFr, +40%) e houve diminui¢ado no grupo HFr-JI vs. HFr (-24%). O TAG
hepatico foi maior nos grupos HF e HFr em comparagéo com grupo C (HF, +46%; HFr,
+36%). O Jl levou a uma reducao dos niveis de TAG: HF-JI vs. HF (-28%); HFR-JI vs.
HFr (-26%). Da mesma forma, ALT e AST foram aumentados nos grupos HF e HFR e
diminuidos em suas contrapartes JI (Tabela 2). A esteatose hepatica foi pronunciada
nos grupos HF e HFr em comparagéo com o grupo C (HF, +468%; HFr, +416%). O JI
levou a uma redugao na esteatose: HF-JI vs. HF (-24%); HFr-JI vs. HFr (-37%). No
entanto, os grupos HF-JI e HFr-JI ainda apresentaram maior grau de esteatose que o
grupo C-JI (HF-JI, +390%; HFR-JI, +340%) (Figura 17A e B).

Figura 17. Esteatose hepatica
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Legenda: (A) Vv (esteatose, figado) e (B) Fotomicrografias do tecido hepatico. Grupos:
Controle (C), Hiperlipidica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.
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3.1.6 JI diminui o PLIN2 e a formacao de goticulas lipidicas no figado

O PLIN2 é a proteina que envolve a goticula lipidica juntamente com os
fosfolipidios e esta envolvida na assisténcia ao armazenamento de lipidios neutros
nas goticulas lipidicas. Tanto o grupo HF (+386%) quanto o grupo HFr (+461%)
apresentaram maior PLIN2 em relagao ao grupo C, e o Jl reduziu o PLIN2 (HF-JI, -
62%; HFr-Jl, -40%) em comparagao com suas contrapartes. No entanto, a expressao
da proteina PLIN2 no grupo HFr-JI foi ainda maior do que no grupo C-JI (+134%)
(Figura 18A). A imunofluorescéncia hepatica de PLIN2 concordou com nosso achado.
A marcacgao verde intensa indicou a presenca de PLIN2 na membrana da superficie
das goticulas lipidicas, especialmente nos grupos HF e HFr, enquanto os grupos que

fizeram JI mostraram marcagéo verde menos intensa (Figura. 18B).

Figura 18. Expressao da perilipina 2 (PLIN 2) e microscopia confocal no figado

Plin 2

C CJI HF HFJl HFr HFr-lJl

Legenda: (A) Expresséao proteica e (B) Microscopia confocal de varredura a laser. Grupos:
Controle (C), Hiperlipidica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI).

Nota: Em azul: nicleos celulares, DAPI; verde: PLIN2, Alexa 488. Os dados sao expressos
como media e DP (n=5/grupo). SignificAncia estatistica * P <0,05, ** P <0,001 e *** P
<0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.1.7 Jl reduz com eficiéncia a lipogénese no figado
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A expressédo da proteina SREBP1c foi maior nos grupos HF (+80%) e HFr
(+104%) em comparacgéo com o grupo C. O JI atenuou SREBP1c nos grupos HF-JI (-
30%) e HFr-JI (-24%) em comparag¢ao com suas contrapartes. No entanto, o SREBP1c
foi ainda mais elevado no grupo HFr-JI do que no grupo C-JI (+48%) (Figura 19A e B).
Além disso, as expressbes proteicas de ChREBP1, FAS e PPARgama foram
aumentadas nos grupos HF e HFr comparados com o grupo C e, nos grupos que
fizeram JI houve redugcdo desses parametros nos grupos HF-JI e HFr-JI em
comparagao com suas contrapartes (Figura 19D, F e 20C). As expressdes génicas de
SREBP1c, ChREBP1, FAS e PPARgama corroboraram com a expressao proteica
(Figura 19A, C, E e 20A). Além disso, a expressao do gene CD36 foi maior nos grupos
HF e HFr em comparagao com o grupo C, e o JI diminuiu esses parametros nos grupos
HF-JI e HFr-JI em comparagao com suas contrapartes (Figura 20A).

Estudamos nove marcadores de lipogénese hepatica e todos foram afetados
pela dieta e FI como fatores independentes. Somente a expressao proteica do PPAR

g nao mostrou efeito da interagéo entre dieta e JI (Tabela 3).

Figura 19. Vias de lipogénese no figado.
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Legenda: (A) expressdo de RNAm e (B) expressdo proteica da proteina de ligagdo ao
elemento regulador de esterol 1c; (C) expressdo de RNAm e (D) expresséo proteica da
proteina de ligagdo ao elemento responsivo a carboidratos; (E) expressdao de RNAm e
(F) expressdo de proteinas da acidos graxos sintase. Grupos: Controle (C),
Hiperlipidica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.



3.1.8 JI é relevante para melhorar a B-oxidacio hepatica

Com os marcadores de B-oxidagdo no figado (gene e proteina), os resultados
foram alguns diferentes dos observados na lipogénese. A B-oxidagao diminuiu nos
grupos HF e HFr em comparagdo com C, mas aqui o IF foi benéfico apenas para o

grupo HFr (ndo no grupo HF; Figura 20D, F), exceto para PPARa (Figura 21A, B).

Todos os cinco marcadores de B-oxidacdo hepatica foram afetados pela dieta ou JI
como um fator independente, exceto o PPARa (expressao proteica), que nao foi
afetado pelo JI. Dieta e JI ndo interagiram com os resultados de ACOX e PPARa (gene

e proteina; Tabela 3).

Figura 20. Lipogénese e vias de (3-oxidag&o no figado.
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Legenda: A) expressdes de RNAm do cluster de diferenciacdo (Cd) 36; (B) expressao de
RNAmM e (C) expressédo de proteina do receptor gama ativado por proliferador de

peroxissomo); (D) expressao proteica da acil-coenzima A oxidase (ACOX) 1;

(E) a

expressdo de RNAm de palmitoil carnitina transferase (Cpt) 1 alfa; (F) expresséo do
RNAmM do co-ativador do receptor g ativado por proliferador de peroxissomo (Pgc).
Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI).
Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020
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3.1.9 JI tem efeitos na diminuicdo da inflamacao no figado

Constatou-se que os grupos HF e HFr tinham marcadores inflamatorios (gene e
proteina) mais altos que C (Figuras 21C, F, 22A C), e IF reduziu a inflamag&o nos
grupos HF e HFr, exceto TNF-a, que foi reduzido pelo Jl apenas no grupo HFr (Figuras
22A, B).

Todos os sete marcadores de inflamacao hepatica foram afetados pela dieta ou
pela JI como fator independente, o que também mostrou interagdo nos resultados

observados (Tabela 3).

Figura 21. Beta-oxidagao e marcadores inflamatérios no figado.
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Legenda: (A) expressdo do mRNA e (B) expressdo proteica do receptor ativado por
proliferador de peroxissomo (PPAR) alfa; (C) expressdo de mRNA e (D) expresséao de
proteina da interleucina 1 beta; (E) expressdo do mRNA e (F) expressao da proteina
da interleucina 6. Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum
intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.
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Figura. 22. Vias de inflamacgé&o no figado e bandas representativas de Western blot.
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Legenda: A) expressdo de RNAm e (B) expressao proteica do fator de necrose tumoral (TNF)
a; (C) expressao proteica do fator nuclear kappa (NF) kB; (D) imunotransferéncia
representativa com bandas. Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF), rica em frutose
(HFr) € jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.1.10 Efeitos da dieta e JI sozinhos ou combinados (two-way ANOVA)

Individualmente, os dados foram afetados pela dieta e pelo JI (exceto o PPAR
alfa que nao foi afetado pelo JI). No entanto, nem sempre houve interagao entre dieta

e Jl alterando os resultados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Two-way ANOVA testando os efeitos da dieta, JI e interagao entre dieta e

JI.

% do teste de variagao e significancia
Dados Efeito dieta Efeito JI Dieta x JI

% P % P % P
Massa corporal 37,43 0,0001 27,63 0,0002 0,3899 Ns
TOTG 4414 <0,0001 23,71 <0,0001 4,214 0,0399
Colesterol total 41,4 <0,0001 18,91 0,0002 4,493 Ns
TG 48,76  <0,0001 13,94 0,0003 8,064 0,0149
Glicose 73,88 <0,0001 3,487 0,0422 3,832 ns
Insulina 12,8 0,0278 36,46  <0,0001 13,94 0,0212
Leptina 70,93 <0,0001 6,146 0,0044 7,941 0,0061
Adiponectina 68,72 <0,0001 6,639 0,0084 4,234 ns
Massa hepatica 37,48 <0,0001 32,24 <0,0001 2,603 ns
Esteatose 76,84 <0,0001 9,348 <0,0001 4,766 0,0062
ALT 62,84 <0,0001 21,96 <0,0001 2,294 ns
AST 48,74 <0,0001 11,64 0,0017 7,304 0,0334
Colesterol hepatico 33,34 <0,0001 33,34 <0,0001 18,43 0,0014
TG hepatico 38,84 <0,0001 31,64 <0,0001 4.1 ns
Western blots
SREBP1-c 4413 <0,0001 14,23 0,0002 9,97 0,0073
ChREBP 30,32 <0,0001 32,98 <0,0001 17,34 0,0004
FAS 44,47 <0,0001 9,643 0,0044 12,42 0,0061
PPARgama 46,48 <0,0001 20,27 0,0004 4,088 ns
PPARalfa 43,79 <0,0001 4,148 ns 8,463 ns
ACOX 44 1 <0,0001 11,48 0,0107 7,046 ns
IL1B 62,44 <0,0001 14,99 <0,0001 9,468 0,0014
IL6 40,14 <0,0001 17 0,0004 7,641 0,0416
TNFa 43,17 <0,0001 21,78 <0,0001 12,64 0,0046
NFkB 22,48 0,0006 34,49 <0,0001 16,64 0,0028
PLIN 2 40,89 <0,0001 26,07 <0,0001 14,76 <0,0001
PCR
SREBP1-c 76,84 <0,0001 11,09 <0,0001 6,84 <0,0001
ChREBP 44,09 <0,0001 32,3 <0,0001 44,09 <0,0001
FAS 38,82 <0,0001 31,78 <0,0001 19,03 <0,0001
PPARgama 41,48 <0,0001 21,73 0,0001 11,99 0,0088
CD36 40,69 <0,0001 19,62 0,0004 10,46 0,0244
PPARalfa 49,77 <0,0001 18,46 <0,0001 2,011 ns
CPT1a 43,87 <0,0001 9,107 0,0084 10,44 0,0179
PGC1a 83 <0,0001 4,068 0,0003 4,124 0,0012
IL1B 64,88 <0,0001 12,44 0,0002 6,498 0,0173
IL6 64,48 <0,0001 13,74 <0,0001 7,002 0,0094
TNFa 46,76  <0,0001 14,49 <0,0001 13,84 0,0004

Legenda: ChREBP, proteina de ligagcdo a elementos responsivos a carboidratos; CPT,
Carnitina palmitoil transferase |I; FAT/CD36 translocase de acidos graxos, FAS,

sintase de acidos graxos; IL, interleucina; JI, jejum intermitente; ns, nao significativo;
PGC1, Coativador gama 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma;
PLIN, Perelipin; PPAR, proliferador de peroxissoma receptor ativado; Mcp, Proteina

de quimioatratores de mondcitos; SREBP1, proteina de ligagao a elementos
reguladores de esterol; TNF, fator de necrose tumoral.

Fonte: A autora, 2020.
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3.2 PANCREAS

3.2.1 O jejum intermitente diminui a massa corporal e o ganho de massa corporal sem

alterar a ingestao de alimentos no dia da refeicdo

No inicio do experimento os animais ndo apresentavam diferenca quanto a MC.
O grupo com HF apresentou MC final aumentada quando comparado ao grupo C (+
17%) como esperado. O JI reduziu significativamente o MC no grupo C (-14%) e no
grupo HF (-17%), mas o MC final ainda era alta no grupo HF-JI do que no grupo C-JI
(+14%) (Fig. 23A). Portanto, o ganho de MC foi negativo em ambos os grupos JI (Fig.
23B). A ingestdo de alimentos nos dias de alimentagc&o (nos dias que se alternaram
com os dias de JI quando os animais foram alimentados livremente) ndo indicaram

diferenga entre os grupos (Fig. 23C).

3.2.2 O jejum intermitente melhorou os niveis de insulina, leptina e adiponectina

As concentracdes plasmaticas de insulina (Fig. 23D) e leptina (Fig. 23E)
repetiram o mesmo resultado, um aumento no grupo HF em comparacéo ao grupo C
e uma redugao no grupo HF-JI em comparagao ao grupo HF. No entanto, a leptina
permaneceu mais alta no grupo HF-JI do que no grupo C-JI (Fig. 23E). A adiponectina
era geralmente o inverso da leptina (Fig. 23F). A adiponectina foi menor no grupo HF
que no grupo C, mas a HF-JI apresentou maior concentragdo de adiponectina que o
grupo HF. No entanto, a adiponectina permaneceu mais deprimida no grupo HF-JI do

que no grupo C-JI (Fig. 23F).
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Figura. 23. Massa corporal, ingestao de alimentos e bioquimica do plasma
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Legenda: (A) massa corporal final; (B) ganho de massa corporal; (C) ingestdo de alimentos
no dia alimentado; (D) insulina plasmatica; (E) leptina plasmatica; (F) adiponectina
plasmatica. Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.2.3 O jejum intermitente controlou a glicemia elevada de camundongos OID

O resultado é mostrado nas Figuras 24 e 25 (teste oral de tolerancia a glicose,
TOTG e teste intraperitoneal de tolerancia a insulina, TITIl - primeiro as curvas de
evolugado da glicose no sangue, seguidas da analise da area sob a curva, ASC em
mmol / L / min, e a analise estatistica). A Figura 24 mostra os achados apés oito
semanas de intervencdo alimentar. A Figura 25 mostra os resultados apds quatro
semanas de jejum intermitente.

Ao final de oito semanas de dieta, os animais com HF apresentam ASC da
glicose no sangue maior que nos animais controle, tanto no TOTG quanto no TITI o
gue confirma que os animais com HF apresentaram intolerancia a glicose/ resisténcia
a insulina. Apos quatro semanas de Jl, a analise ASC da glicose no sangue mostrou
que o Jl ndo teve agao nos animais controle, mas teve um efeito significativo nos
animais com HF, embora o ASC da TOTG do animal HF-JI ainda permanecesse maior

que o C-JI.
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O HOMA-IR calculado no final do experimento corrobora esta analise. O HOMA-IR
nao mostrou diferenga nos grupos C e C-JI, mas foi significativamente maior (P <0,04)
comparando C vs. HF (+120%) e C-JI vs. HF-JI (+60%) e menor comparando HF-JI
vs. HF (-30%) (dados n&o mostrados).

Figura 24. Testes de glicose e insulina apos oito semanas de dieta
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Legenda: (A) curva de evolugao do teste oral de tolerancia a glicose (glicemia, mmol / L); (B)
area sob a curva (mmol / L / min); (C) curva de evolugao do teste intraperitoneal de
tolerancia a insulina (glicose no sangue, mmol / L); (D) Area sob as curvas (mmol / L/
min). Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 25. Testes de glicose e insulina apos quatro semanas de jejum intermitente
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Legenda: (A) curva de evolugao do teste oral de tolerancia a glicose (glicemia, mmol / L); (B)
area sob a curva (mmol / L / min); (C) curva de evolugdo do teste intraperitoneal de
tolerancia a insulina (glicose no sangue, mmol / L); (D) Area sob a curva (mmol / L /
min). Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.2.4 Jejum intermitente melhora a remodelacio de ilhotas em camundongos OID

A massa do pancreas foi maior no grupo com HF em comparagéo ao grupo C
(+40%), e o JI reduziu em 33% no grupo com HF-JI em comparagéo ao grupo com HF
(Fig. 26A). Comparativamente, a massa das ilhotas também foi maior no grupo HF do
que no grupo C (+428%), e a JI diminuiu em 62% no grupo HF-JI em comparacgao ao
grupo HF (Fig. 26B). A massa das ilhotas representou 2% de todo o pancreas no grupo
C, 3% no grupo C-JI, 9% no grupo HF e 4% no grupo HF-JI. A area seccional da ilhota
no plano equatorial foi 300% maior no grupo com HF do que no grupo C (Fig. 26C).
As Figuras 26D-E foram desenhadas na mesma escala para permitir a comparagao e

mostrar um resultado semelhante: maior massa de células das ilhotas no grupo HF
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em comparagado com o grupo C (célula alfa, + 1130%; célula beta, +782%). O JI
reduziu a massa de células das ilhotas no grupo HF-JI em comparagéo com o grupo
HF (célula alfa, -76%; célula beta, -74%).

A massa de células alfa corresponde a 9% e a massa de células beta
corresponde a 31% da massa de ilhotas nos grupos C e C-JI e 19% (célula alfa) e
42% (célula beta) no grupo HF e 13% (célula alfa) e 36% (célula beta) no grupo HF-
JI. A Figura 26F ilustra representativamente as ilhotas com dupla marcagdo de
imunofluorescéncia para glucagon (célula alfa em verde) e insulina (célula beta em

vermelho) observadas no microscopio confocal de varredura a laser.

Figura 26. Fotomicrografias do pancreas e ilhotas e dados quantitativos: ilhotas,

células alfa e beta
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Legenda: (A) Massa do Pancreas, (B) massa da ilhota, (C) area transversal das ilhotas; (D)
massa de células alfa; (E) massa de células beta e (F) Imunofluorescéncia para
distribuicdo das células das ilhotas. Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum
intermitente (JI).

Nota: Dupla marcagdo para glucagon, célula alfa em verde e insulina, célula beta em
vermelho; mesma ampliagcdo para todas as figuras. A identificacdo dos grupos é
indicada no canto superior esquerdo. Os dados sdo expressos como media e DP
(n=5/grupo). Significancia estatistica * P <0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.
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3.2.5 O jejum intermitente melhorou os marcadores moleculares das ilhotas

PDX1 (homeobox pancreatica e duodenal 1) € um fator de transcricdo de
homeobox necessario para o desenvolvimento embrionario do pancreas e um ativador
transcricional de varios genes, incluindo insulina, somatostatina, glucocinase,
polipeptideo amildéide da ilhota e transportador de glicose tipo 2. Em nosso estudo, O
PDX1 foi diminuido no grupo com HF comparado ao grupo C, e o JI ndo o alterou (Fig.
27A).

A serina/treonina quinase (AKT) tem um papel critico na regulacdo de diversas
funcdes celulares, incluindo metabolismo, crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia,
transcricdo e sintese de proteinas. Em nosso estudo, a relagao p-AKT / AKT diminui
devido a dieta com IC e o JI aumentou a relacdo p-AKT / AKT comparando HF-JI
versus IC. No entanto, a relagdo p-AKT / AKT permaneceu mais baixa no grupo HF-
JI em comparagao com o grupo C-JI (Fig. 27B).

O p53 (um gene supressor de tumor que codifica uma fosfoproteina nuclear)
desempenha um papel no controle do ciclo celular, reparo do DNA e inducédo de
apoptose. Nosso estudo demonstrou que o p53 aumentou no grupo HF em
comparagao ao grupo C, e o JI diminuiu o p43 no grupo HF-JI em comparagao ao
grupo HF (Fig. 27C).

A IL6 é um mediador soluvel com efeito pleiotropico na inflamacéo, resposta
imune e hematopoiese. Aqui, a IL6 foi aumentada em HF vs. C e HF-JI vs. C-JI (Fig.
27D).

NFkB é um fator de transcricao envolvido no controle da expressdo de varios
genes ligados a resposta inflamatoéria. Nosso estudo ndo mostrou nenhuma mudanga
significativa na NFkB (Fig. 27E).
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Figura 27. Expressdes de proteinas das ilhotas
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Legenda: (A) homeobox pancreatica duodenal 1 (PDX1); (B) proteina cinase B fosforilada
(pAkt) / Akt; (C) supressor de tumor 43 (p43); (D) interleucina-6 (IL6); (E) fator nuclear
kappa B (NFkB). Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020

3.2.6 Efeitos unicos e combinados da dieta e jejum intermitente (ANOVA dois fatores)

A Tabela 4 mostra os resultados de ANOVA de dois fatores (efeito da dieta, efeito
da JI e interagdo entre dieta e JI). A dieta foi significativa em todas as analises de
bioquimica plasmatica, massa e pancreas e expressdes proteicas. A JI ndo foi
substancial para adiponectina, area de ilhota e PDX1. Houve uma interagao entre
dieta e Jl para inumeras analises, mas nao houve interacdo entre dieta e JI para
insulina, massa corporal, area de ilhotas, p-AKT/AKT e PDX1. Quando a dieta e o JI
foram significativas, a dieta teve um impacto relativo maior que a JI, exceto na massa

corporal e na massa pancreatica.
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Tabela 4 - Two-way ANOVA testando os efeitos da dieta, jejum intermitente (JI) e a

interacao entre dieta e JI

Teste de porcentagem de variagao e significancia

Dados Efeito da dieta Efeito JI Dieta vs. JI

% P-valor % P-valor % P-valor
Bioquimica Plasmatica
Adiponectina 81.79 <0.0001 2.73 ns 3.26 0.0243
HOMA-IR 7149 <0.0001 11.08 0.0003 9.10 0.0007
Insulina 46.74 <0.0001 14.62 0.0017 9.99 ns
Leptina 82.94 <0.0001 4.44 0.0013 4.90 0.0009
Massas e Pancreas
Massa de célula alfa 43.24 <0.0001 21.94 <0.0001 24.20 <0.0001
Massa de célula beta 42.62 <0.0001 2226 <0.0001 26.14 <0.0001
Massa corporal 30.94 0.0003 4424  <0.0001 0.76 ns
Area de ilhota 33.17 0.0418 0.63 ns 13.10 ns
Massa da ilhota 42.27 <0.0001 17.22 0.0004 24.07 <0.0001
Massa do pancreas 21.11  0.0044 34.43 0.0006 12.64 0.0209
Expressao proteica
IL6 71.03 <0.0001 4.98 0.0233 7.74 0.0114
p43 33.84 0.0007 20.19 0.0046 12.41  0.0190
p-AKT/AKT 62.73 <0.0001 12.37 0.0061 2.99 ns
PDX1 47.63 <0.0001 0.03 ns 0.91 ns

Legenda: HOMA-IR, homeostase para resisténcia a insulina; IL, interleucina; JI, jejum

intermitente; ns, ndo significativo; P43, supressor de tumor 43; p-AKT/AKT, proteina
cinase B fosforilada; PDX1, homeobox pancreatica duodenal 1.

Fonte: A autora, 2020.

3.3 TABS

3.3.1 Jejum intermitente, alteracdo da massa corporal € escurecimento no TABs

Este resultado é mostrado na Tabela 5. Os camundongos iniciaram o

experimento sem diferengca no MC. Apds oito semanas em sua dieta especifica, o

grupo HF apresentou um MC 14% maior que o grupo C (P = 0,004). Apos JI (semana
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12), o MC foi 16% maior no grupo com HF do que no grupo C (P =0,01), e o JI diminuiu
o MC em —-13% comparando os grupos C e C-JI (P = 0,009) e —14 % entre os grupos
HF e HF-JI (P = 0,008). No entanto, persistiu uma diferengca comparando HF-IF e C-
JI (+ 14%, P = 0,02). Embora n&o exista diferenca na ingestdo de alimentos entre os
grupos em dias de jejum e dias de alimentagdo, a ingestdo de energia foi maior no
grupo HF (+ 28%, P = 0,01) e HF-JI (+ 31%, P = 0,006) do que seus pares. A Jl
aumentou o escurecimento nas TABs (figura 28) em + 3740% em C-Jl vs. C (P =
0,002), + 13420% em HF-JI vs. HF (P = 0,01). No entanto, o escurecimento nos TABs
foi reduzido em —44% em HF-JI vs. C-JI (P = 0,02) (Tabela 5).

Tabela 5 - Massa corporal, ingestdo de alimentos, ingestdo de energia e
escurecimento no tecido adiposo subcutaneo (TABs)

Dados C HF
Antes de 'JI'
Massa corporal (g, 12 semana) 20,40%0,32 19,64+0,23
Massa corporal (g, 8% semana) 24,74+0,44 29,3+1,48%
C C-JI HF HF-JI
Apos 'JI' (122 semana)
Massa corporal (g) 26,36+0,91 22,84+1,30f 30,69+1,62t 26,09+1,24%
Consumo de energia (kJ) 1448014604 14420+4810 19860+86001 20400+8144§
Ingestao de alimentos (g/c / 2,3+0,1 - 2,310,2 -
jejum)
Ingestao de alimentos (g/c/
alimentado) 2,3+0,1 2,2+0,1 2,3%0,2 2,4%0,1
TABs (% de escurecimento) 1,1+0,7 42,818,41 0,3+0,2 22,617,8%§

Legenda: Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sao expressos como media e DP. Significancia estatistica quando comparado
ao grupo C (1), comparado ao grupo HF (3) e comparado ao grupo C-IF (§) P <0,05.

Fonte: A autora, 2020
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Figura 28. Fotomicrografias dos TABs coradas com hematoxilina e eosina

Legenda: Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Nos campos representativos das TABs, os adipécitos sdo maiores no grupo HF do que
no grupo C, e no grupo JI observamos adipécitos multiloculares nos dois grupos C-Jl e
HF-JI (setas abertas) (mesma ampliacdo para todas as imagens). Os dados séo
expressos como media e DP (n=5/grupo). SignificAncia estatistica * P <0,05, ** P
<0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020

3.3.2 Termogénese modificada pelo jejum intermitente em animais

Esta analise considerou os animais separadamente nos dias de alimentacao e
jejum. A Figura 29 ilustra a analise de EE e RQ. Nos dias alimentados, a JI aumentou
o EE e o RQ nos dois grupos C-JI (+ 10%) e HF-JI (+ 17%) do que em suas
contrapartes sem JI (figuras. 29A-B). Pelo contrario, nos dias de jejum, a JI diminuiu
EE (-18%) e RQ (-12%) no grupo C-JI em comparag¢dao com o grupo C. Apenas EE
foi reduzida (—24%) no grupo HF-JI em comparagé&o com o grupo HF (figuras. 29C-D).
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Figura 29. Calorimetria indireta: gasto energético e quociente respiratorio
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Legenda: (A) EE no dia alimentado; (B) RQ no dia alimentado; (C) EE em dia de jejum; (D)
RQ em dia de jejum), gasto energético (EE) e quociente respiratério (RQ). Grupos:
Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.3.3 Adipocinas e insulina sdo alteradas pelo jejum intermitente

A Figura 30 resume como a JI modifica os niveis plasmaticos de insulina,
adiponectina, leptina e indice de resisténcia a insulina em jejum (FIRi). Os niveis de
insulina (+ 70%) e leptina (+ 80%) foram maiores e a adiponectina foi menor (-34%)
no grupo com HF quando comparado ao grupo C. Embora no grupo C, a JI ndo alterou
os niveis de adipocinas e insulina, no grupo HF-JI a insulina (—24%) e a leptina (—34%)
foram menores, e a adiponectina (+ 34%) foi maior que no grupo HF. Os niveis de
insulina continuaram mais altos no grupo HF-JI em comparagdo ao grupo C-JI (+
32%). Como esperado, o FIRi foi aumentado no grupo HF (+ 144%) do que no grupo
C e aumentado no grupo HF-JI (+ 64%) do que no grupo C-JI. No entanto, a JI reduziu

o FIRi no grupo HF-JI em comparagdo com o grupo HF (Fig. 30D).
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Figura 30. Niveis plasmaticos de adipocinas, insulina e indice de resisténcia a insulina

em jejum
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Legenda: (A) insulina; (B) adiponectina; (C) leptina; (D) FIRi (indice de resisténcia a insulina
em jejum). Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.3.4 Imunofluorescéncia para Caspase 3, PCNA e UCP1 em TABs

Este resultado é exemplificado na Figura 31 (microscopia confocal de varredura
a laser). A caspase 3 pertence as endoproteases ligadas a inflamagao e apoptose. A
fluorescéncia da Caspase 3 é observada no grupo HF, mas n&o no grupo HF-JI ou
nos outros grupos. O PCNA é considerado um marcador da proliferagao celular e foi
fluorescente nos grupos C-JI e HF-JI. A UCP1 desempenha um papel no equilibrio
metabdlico e energético e na regulagdo, termogénese induzida por dieta e frio, os
mecanismos associados a patogénese da obesidade (UCP1 é uma proteina
transmembranar encontrada nas mitocdndrias do tecido adiposo marrom). A

fluorescéncia da UCP1 foi aumentada nos grupos JI.
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Figura 31. Imunofluorescéncia em TABs
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Legenda: antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA) e Tecido Adiposo Branco
subcutaneo (TABs). Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Microscopia confocal de varredura a laser, mesma ampliagdo para todas as imagens.
Visualizamos a coloracdo da CASPASE 3 no grupo HF (setas abertas), mas o PCNA
foi melhor observado nos grupos JI (C-JI e HF-JI, setas abertas). UCP1 também foi
melhor detectavel nos grupos JI (setas abertas).

Fonte: A autora, 2020

3.3.5 O jejum intermitente altera a expressdo génica de adipocinas, receptor

adrenérgico 3 e Ucp1 em TABs

Como o que vimos no plasma, a JI pode reduzir a expressao do gene da leptina
(—64%) e aumentar a adiponectina (+ 1970%) no grupo HF-JI em comparacdo ao
grupo HF. (Figura 32A-B). O B3ar é vital para o processo de escurecimento e
geralmente é reduzido na obesidade (aqui foi menos expresso no grupo com HF, -

80%, do que no grupo C). No entanto, JI aumentou a expressao de p3ar (+ 80% no
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grupo C-JI em comparagéo com o grupo C; + 300% no grupo HF-JI em comparacéo
com o grupo HF) (Fig. 32C). A expressao do gene Ucp1 na TABs também foi reduzida
na obesidade (—44% no grupo com HF do que no grupo C). No entanto, a JI foi eficaz
no aumento da Ucp1 (+ 240% no grupo C-JI em comparagédo com o grupo C; + 380%

no grupo HF-JI em comparagédo com o grupo HF) (Fig. 32D).

Figura 32. Expressdes de genes de adipocinas e marcadores termogénicos em TABs
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Legenda: A) Adiponectina; (B) leptina; (C) B3-ar; (D) Ucp 1. Receptor adrenérgico (33 (33-ar,
Tecido Adiposo Branco subcutaneo (TABs) e proteina desacopladora (Ucp1). Grupos:
Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.3.6 O jejum intermitente reduz a inflamacao nos TABs

A Figura 33 é notodria por mostrar como JI reduziu a expressdo génica de
marcadores inflamatérios em TABs (todos esses marcadores foram aumentados no

grupo HF em comparacgao ao grupo C). Comparando o grupo HF-IF com o grupo HF,
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Mcp1 diminuiu -64% (Fig. 33A), 11 diminuiu -40% (Fig. 33B), 116 reduziu -84% (Fig.
31C) e Tnf a reduziu -74 % (Fig. 33D).

Figura 33. Expressdes génicas de marcadores inflamatorios (RNAm) em TABs
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Legenda: (A) Mcp1; (B) II1; (C) 1I6; (D)Tnf alfa. Interleucina (ll); Proteina quimioatrativa de
monocitos (Mcp); Tecido Adiposo Branco subcutédneo (TABs) e fator de necrose
tumoral (Tnf). Grupos: Controle (C), Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.

3.3.7 O jejum intermitente diminuiu os marcadores de apoptose e aumentou os

marcadores de proliferacdo celular nos TABs

A Figura 32 contém a analise de marcadores de apoptose (Caspase 3 e Cidea)
e proliferacao celular (Pcna e Vegf) em TABs. Caspase 3 (Fig. 34A) e Pcna (Fig. 34B)
agem de maneira oposta, e a Jl reduziu a Caspase 3 (—40% no grupo HF-JI em

comparagao com o grupo HF) enquanto aumenta a Pcna (um efeito benéfico, + 60%
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no grupo C-JI comparado ao grupo C; + 84% no grupo HF-JI comparado ao grupo
HF). Além disso, o ativador da morte celular (Cidea) ativa a apoptose, enquanto o fator
de crescimento endotelial vascular (Vegf) medeia o0 aumento da permeabilidade
vascular (angiogénese, vasculogénese e crescimento celular endotelial), essencial
para promover a proliferacdo celular e o processo de cicatrizacdo. O Cidea é
normalmente reduzido em animais obesos (—44% no grupo HF em comparagéao ao
grupo C), mas a Jl aumentou o Cidea (+ 44% no grupo HF-JI em comparagdo com o
grupo HF) (Fig. 34C). Vegf foi melhorado por JI (Fig. 34D). A expressao do gene Vegf
nos TABs foi maior nos animais C-JI do que no grupo C (+ 200%) e no grupo HF-JI
que no grupo HF (+ 230%).

Figura 34. Marcadores pro-apoptéticos e de proliferagao celular (RNAmM) em TABs
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Legenda: (A) Caspase 3; (B) Pcna; (C) Cidea; (D) Vedf, Indutor de morte celular (Cidea);
antigeno nuclear de célula em proliferagédo (Pcna); Tecido Adiposo Branco subcutaneo
(TABs) e Vedf, fator de crescimento endotelial vascular. Grupos: Controle (C),
Hiperlipidica (HF) e jejum intermitente (JI).

Nota: Os dados sdo expressos como media e DP (n=5/grupo). Significancia estatistica * P
<0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001.

Fonte: A autora, 2020.
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3.3.8 ANOVA testando os efeitos da dieta, JI e a interacdo entre dieta e JI

A Tabela 6 detalha como a dieta e o jejum intermitente afetaram os resultados,
bem como a interagdo desses dois fatores. A Tabela 8 & dividida em trés segmentos
(biometria e medidas plasmaticas; calorimetria indireta e expressées génicas ou
gPCR). No primeiro segmento, a dieta afetou todos os dados (6/6 ou 100%), a JI
afetou cinco dos seis dados (83%) e a dieta e a JI interagiram em quatro dos seis
dados (67%). No segundo segmento, a dieta afetou o RQ, mas n&o o EE, enquanto o
JI afetou os dados de EE e RQ (100%). No entanto, dieta e JI interagiram apenas para
dados de RQ. O ultimo segmento da Tabela 8 mostrou uma analise de 12 marcadores:
a dieta foi essencial para 11 marcadores (92%) e a JI afetou todos os marcadores

(100%). No entanto, dieta e Jl interagiram em apenas nove marcadores (74%).
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Tabela 6. Two-way ANOVA estava testando os efeitos da dieta, jejum intermitente (JI)
e a interacao entre dieta e JI (ns, ndo significativo).

% do teste de variagao e significancia

Dados

Efeito dieta Efeito JI Dieta vs. JI

% P % P % P
% TABs 8,4 0,0006 77,2 <0,0001 7,0 0,001
Adiponectina 46,6 <0,0001 8,7 0,01 16,8 0,001
Massa corporal 394 <0,0001 442 <0,0001 0,8 ns
Consumo de energia 77,9 <0,0001 0,6 ns 0,7 ns
Insulina 62,0 <0,0001 11,1 0,006 9,4 0,01
Leptina 46,2 <0,0001 20,4 <0,0001 21,9 <0,0001

Calorimetria indireta
EE dia de jejum 0,4 ns 81,9 0,0107 2,3 ns
EE dia alimentado 0,3 ns 734 <0,0001 0,3 ns
RQ dia de jejum 474 <0,0001 17,7 0,0004 19,9 0,0003
RQ dia alimentado 46,6 <0,0001 384 <0,0001 1,4 0,03
gPCR

Adiponectina 37,3 <0,0001 39,9 <0,0001 9,7 0,003
B3ar 41,7 <0,0001 40,6 <0,0001 0,3 ns
Caspase 11,6 0,01 29,1 0,0004 36,4 0,0001
Cidea 63, 6 <0,0001 18,2 <0,0001 2,8 <0,0001
11 14,9 0,0004 32,1 <0,0001 41,0 <0,0001
16 24,0 <0,0001 29,0 <0,0001 36,1 <0,0001
Leptina 24,4 0,0004 242 0,0004 29,9 0,0002
Mcp 1 46,4 <0,0001 19,9 <0,0001 29,2 <0,0001
Pcna 4,3 ns 77,7 <0,0001 0,6 ns
Tnfa 37,7 <0,0001 29,8 <0,0001 30,1 <0,0001
Upc 1 7,0 <0,0001 76,9 <0,0001 0,8 ns
Vegf 19,4 <0,0001 724 <0,0001 3,8 0,002

Legenda: B3ar, receptor adrenérgico 3; Cidea, efetora do tipo DFFA indutor de morte celular;
EE, gasto de energia; Il, interleucina; Mcp, proteina quimioatrativa de mondcitos; Pcna,
antigeno nuclear de célula em proliferacdo; RQ, quociente respiratério; sWAT, tecido
adiposo branco subcutineo; Tnf, fator de necrose tumoral; Ucp, proteina
desacopladora; Vegf, fator de crescimento endotelial vascular.
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4. DISCUSSAO

Investigamos os efeitos do J| em um modelo que imita a sindrome metabdlica
humana quando estressado nutricionalmente (142). Nossos resultados mostraram
que o consumo cronico das dietas experimentais resultou, como esperado, em
aumento da massa corporal e da adiposidade (apenas nos grupos HF), intolerancia a
glicose, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, hipoadiponectinemia, resisténcia a insulina,
aumento do perfil lipidico, aumento das vias pré-inflamatoérias p53 e IL6 e diminuigao
de PDX1 e pAKT na ilhota pancreatica e superexpressao de marcadores inflamatorios
e proapoptoéticos em TABs.

Houve aumento da lipogénese e diminuicdo da beta-oxidagdo no figado,
acompanhado por aumento de citocinas pro-inflamatoérias. Ao contrario dos animais
que se alimentaram com dieta hiperlipidica, aqueles que consumiram dieta rica em
frutose nao apresentaram alteragao significativa na massa corporal e na adiposidade,
indicando que os danos que aconteceram no grupo HFr foram independentes do
ganho de massa corporal. Nos animais que fizeram JI, a esteatose hepatica e os
parametros bioquimicos e moleculares foram, na sua maioria, melhorados.

Mesmo mantendo a dieta hiperlipidica ao longo do experimento, o J| melhorou o
remodelamento e a funcdo das ilhotas pancreaticas, considerando principalmente a
regulacdo da massa de células alfa e beta, além de melhorar a sinalizag&o de insulina
(PAKT) e diminuir a apoptose (p53). O JI, no grupo CJI, diminuiu a massa corporal
apenas quando comparada ao grupo C, sem mais nenhuma diferenga nos demais
parametros estudados.

Nos animais obesos houve diminuicdo de adiponectina, Cidea, adipdcitos
uniloculares e diminuicdo do RQ em dias nos alimentagao e nos dias de jejum. Os
animais HF submetidos ao JI (grupo HF-JI) apresentaram melhora ou mesmo
normalizagdo desses marcadores, bem como adipdcitos multiloculares expressando
Ucp1 no TABs.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metabolic-syndrome
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4.1 Figado

Além dos efeitos conhecidos provocados pela dieta HF (rica em gordura
saturada) na epidemia de obesidade (143), o aumento relatado do consumo mundial
de frutose induz efeitos adversos na populacéo (144). 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 (145) ou
na agua de beber no caso de trabalhos com roedores (146). pode ocorrer aumento de
peso corporal pelo simples fato de se aumentar o consumo energético. No entanto,
No nosso caso, 0os animais do grupo HFru n&do ganharam peso porque este grupo
recebeu uma dieta isoenergética em comparagéo com a dieta controle. A base para o
célculo da dieta rica em frutose foi a AIN-93M (127), em que alteramos apenas o tipo
de carboidrato. Na dieta rica em frutose (HFr) adicionamos 474,3g 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 composigao desta dieta rica em frutose ja
foi usada com sucesso na indugao de parametros associados a sindrome metabdlica
(147, 148).

O JI tem sido sugerido como uma intervencgéo nutricional para o tratamento da
obesidade. Diferentes mecanismos podem explicar os efeitos do JI no metabolismo.
O organismo utiliza depdsitos de gordura para energia durante o JI, diminuindo o
tecido adiposo e suavizando o perfil inflamatorio (149). Além disso, a restricdo calorica
afeta positivamente o metabolismo, ajudando pacientes especialmente pré-diabéticos
e resistentes a insulina sem nenhuma abordagem farmacoldgica (150), possivelmente
por causa dos genes de Forkhead Box A (151).

A literatura tem relatos as vezes conflitantes sobre a agao do JI no metabolismo.
O JI pode aumentar a resisténcia celular a doencgas usando diferentes vias de
sinalizagcdo e cetonas circulantes durante o jejum, esgotando o glicogénio dos
hepatdcitos enquanto o jejum resulta em lipdlise e formagao de corpos cetbnicos (91).
No entanto, os padrdes de refeicdo parecem ser alterados apenas transitoriamente
durante o JI em ratos machos obesos (152). Na ingestao continuada de HF, o JI pode
restaurar o fluxo autofagico nas ilhotas, melhorando a toleréncia a glicose , a

sobrevivéncia das células 3 e a express&o nuclear de um marcador pancreatico (153).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fructose
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/caloric-restriction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ketone
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hepatocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lipolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ketone-body
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glucose-tolerance
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Assim, o JI diminuiu a resisténcia a insulina com a dieta HF, possivelmente atenuando
a sinalizagao hepatica de insulina e diminuindo a expressao de glicogénio fosforilase,
apesar da diminuigdo da massa de gordura em ratos machos jovens. (154).

O JI pode prevenir (ou melhorar) o DM2 aumentando a sensibilidade da
sinalizacdo do receptor de insulina, de modo que a insulina estimulou mais
prontamente a captagdo de glicose pelas células musculares e hepaticas (155).
Nossos resultados mostraram que o JI melhorou a glicemia de jejum, tolerancia a
glicose e a resisténcia a insulina, o que vem de acordo com relatos anteriores na
literatura (115, 156).

Sabe-se que o a Jl regulariza os niveis de tolerancia a insulina e a glicose (115),
em associagao com um aumento da sensibilidade a insulina sinalizagao do receptor e
uma estimulagdo mais significativa da captagéo de glicose pelas células musculares
e hepaticas pela insulina (157). Em nosso estudo utilizando duas dietas experimentais
diferentes, hiperlipidica e dieta rica em frutose, foram observados efeitos benéficos do
JI mesmo com a continuidade das respectivas dietas. O JI melhorou o perfil lipidico,
com diminui¢cdo do TAG e do CT plasmatico e da diminuicdo do TAG hepatico e da
esteatose hepatica, independentemente do tipo da dieta, concordando com um
trabalho recente (158). Além de todos esses efeitos benéficos do JI, também
observamos diminuigdo das enzimas hepaticas, ALT e ST, principalmente no grupo
HF-JI.

Um elegante estudo demonstrou que o intestino delgado protege o figado de
uma exposigao toxica a frutose. O intestino é capaz de converter a frutose em glicose
e outros metabdlitos; entretanto, grandes quantidades de frutose podem superar essa
capacidade de protecdo. Doses baixas de frutose sao depuradas em
aproximadamente 90% pelo intestino, enquanto altas doses sobrecarregam a
absorcao e a depuragao intestinal da frutose, resultando em exposigao do figado a
frutose ndo metabolizada pelo intestino delgado (4). Depois de consumida, a frutose
€ rapidamente fosforilada no carbono 1 (mediado por frutose-1-fosfato ou carbono 6
(mediado por uma hexoquinase) para formar frutose-6-fosfato) (159). A fosforilagao
da frutose no frutose-1-fosfato & capaz de ativar o SREBP1c via PGC1 alfa (160).
Além disso, pela conversao em frutose-6-fosfato, ocorre a ativagao do ChREBP. Tanto
o SREBP1c quanto o ChREBP sao fatores de transcricdo que ativam enzimas

lipogénicas, como acetil-CoA carboxilase e FAS (161). Como consequéncia, a
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concentragao de malonil-CoA é aumentada no hepatocito, inibindo a CPT1, PPAR alfa
e a beta-oxidagao (162, 163).

O PPAR-gama € um fator de transcricdo que medeia o desenvolvimento de
DHGNA no camundongo, aumentando a transcrigdo de genes envolvido na sintese
de acidos graxos hepaticos e na captagdo de acidos graxos (incluindo FAT/CD36)
(164). Tais vias podem explicar o aumento da lipogénese com comprometimento da 3
oxidacéao, resultando em esteatose hepatica nos animais alimentados com dieta rica
em frutose. Da mesma forma, observamos as mesmas alteracoes nas expressdes de
genes e proteinas em animais HF e HFr, sugerindo que tanto a dieta hiperlipidica,
como a dieta rica em frutose influenciaram as mesmas vias de sinalizagdo no figado.

Também observamos maior expressao génica de Srebp7-c nos animais HF e
HFr. Além disso, ambas as dietas diminuiram a PGC1a no figado e nao foram
revertidas pelo JI. Isso é relevante porque o PGC1 a aumenta a biogénese
mitocondrial e a taxa de respiragdo e coativa diretamente multiplos fatores de
transcrigcdo, como o PPAR alfa (165). Além disso, a ativagao do PPAR alfa ndo mediou
a adaptacao metabdlica ao jejum, pelo menos na prevencgao da esteatose induzida
por jejum agudo (166). Nossos resultados demonstraram uma expressao génica
reduzida e imunocoloragdo de PLIN2 nos grupos JI, independentemente da dieta, o
que é relevante porque o PLIN2 esta ligado a proteina citoplasmatica de revestimento
de goticulas lipidicas encontrada em hepatdcitos de humanos e roedores (167, 168).

Na sequéncia de nossos resultados, avaliamos a adiponectina. A adiponectina é
um potente agente anti-inflamatério, um horménio protéico secretado no tecido
adiposo que modula varios processos metabdlicos, incluindo a regulagao da glicose e
a oxidacado de acidos graxos e € um fator de risco independente para a sindrome
metabdlica (109, 169). Os niveis de adiponectina foram baixos em animais com HF e
HFr e o aumento da JI adiponectina corroborou com outro relato (170).

Outro resultado importante, foi a leptina. Sabe que a hiperleptinemia esta ligada
a resisténcia a insulina e inflamacao (171, 172). E, por outro lado, o aumento de
marcadores inflamatorios, como a IL6 e TNF-alfa, estdo associados a diminuicdo da
adiponectina (173). Observamos que nos animais do grupo HF que fizeram JI, houve
uma diminuicdo significativa da leptina plasmatica, provavelmente relacionada a
melhora do metabolismo dos carboidratos e a melhora da expressdo de marcadores

inflamatorios nesse grupo. O efeito da diminuigdo do dano hepatico nos animais que
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fizeram JI também pode ser devido a diminuicdo da proteina NF-kB no figado e a
inibicdo dos genes da via inflamatéria IL-1 e IL-6. Em nosso estudo, s6 o TNF-alfa, no
grupo HF-JI, ndo teve uma diminuigdo estatisticamente significativa (embora
tenhamos observado uma tendéncia na reducdo deste marcador). De qualquer
maneira, o JI teve um papel importante na diminuigdo marcadores de inflamacgao

hepatica nos animais dos grupos HF e HFr.

4.2. Pancreas

Dados da literatura demonstraram que camundongos obesos induzidos por dieta
apresentam gradualmente desenvolvimento de hiperinsulinemia e, se os mecanismos
compensatoérios falharem, podem apresentar hiperglicemia, hipertrofia das ilhotas,
diminuicao da fungao das células beta das ilhotas, resisténcia a insulina e modulagao
das proteinas da via de insulina como PDX1 (174). Alteragbes na estrutura
pancreatica estdo associadas a lipotoxicidade causada pelo aumento da lipdlise
caracteristica do estado de hiperinsulinemia, podendo comprometer as fungdes
pancreaticas normais, levando ao remodelamento pancreatico (175). Além disso, os
acidos graxos circulantes comprometem a fungdo das células beta, incluindo
alteracdes na sinalizagéo celular, secre¢do de insulina, metabolismo das mitocéndrias
e composicdo da membrana (176).

Em nosso estudo, o protocolo de JI diminuiu a massa corporal dos animais em
todos os grupos que realizaram essa intervengao, corroborando com os dados ja
descritos na literatura (156, 177). O tecido adiposo secreta moduladores do
metabolismo da glicose, as adipocinas que tém efeitos nos 6rgaos-alvo, incluindo o
cérebro, figado, coragao e nas células beta das ilhotas (178). A remodelagao do tecido
adiposo na obesidade altera o padrao da secreg¢ao de adipocinas, e 0s baixos niveis
de adiponectina na obesidade estdo negativamente relacionados a insulina plasmatica
e positivamente associados ao aumento da resisténcia insulina (179), o que concorda
com nossos achados.

A leptina inibe a liberacdo de insulina da célula beta das ilhotas no estado

alimentado, prevenindo a hiperinsulinemia (180). Por outro lado, o aumento da
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concentragao de leptina € produzida por uma maior quantidade de massa de gordura
que acontece na obesidade, e, com o tempo, promove a perda da capacidade
supressora de leptina na secreg¢ao de insulina, além do efeito anorexigénico da leptina
(181), contribuindo para o desenvolvimento de hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina (182). Os camundongos do grupo HF apresentaram valores aumentados de
leptina e da insulina sérica, corroborando com os resultados da literatura. Nos animais
do grupo HF-JI, houve diminuigao dos niveis de insulina e leptina e aumento do nivel
de adiponectina por causa do JI, melhorando a sensibilidade a insulina e a leptina.
Nossos achados estdo de acordo com os relatados na literatura (183).

Os hormoénios insulina e glucagon sao secretados pelas células das ilhotas
pancreaticas e ambos participam da regulacdo da homeostase energética e da
sensibilidade a insulina. O resultado foi que a imunocoloragdo das células beta
aumentou no grupo com HF. Nas células alfa, a resisténcia a insulina se traduz em
um aumento da liberagcdo de glucagon e nas células beta, na secrecédo de insulina
(184). E importante destacar que o contetido de insulina pancreatica foi influenciado
pela composi¢cao dos alimentos, aumentando em consequéncia dos acidos graxos
livres da dieta rica em gordura (185). Além disso, o peptideo intra-ilhota glucagon tipo
1 (GLP-1) pode exercer efeitos insulinotrépicos e glucagonostaticos localmente via
acdes paracrinas e / ou autdcrinas, tanto em condicbes normais quanto diabéticas
(186). A desregulacao da secregao de insulina, com um aumento na renovagao das
células alfa e beta, resulta em mais liberagdo de insulina na circulagao (59).

Os camundongos do grupo HF apresentaram aumento da massa pancreatica
acompanhada de ilhotas mais proeminentes (maior area transversal). Além disso,
observamos aumento da imunomarcagdo para glucagon e insulina (e
hiperinsulinemia). Provavelmente, o aumento do tamanho das ilhotas pancreaticas
associado a maior imunomarcacgao de células alfa e beta corresponde a um estado de
adaptacao a hiperglicemia, que culmina com hiperplasia, hipertrofia e hiperinsulinemia
antes de progredir para a exaustdo das células beta e, posteriormente, a morte de
células beta(187). Nossos dados demonstraram que o JI melhorou o remodelamento
e a funcao das ilhotas pancreaticas nos animais do grupo HF-JI, o que concorda com
um trabalho recente da literatura(153).

Uma diminui¢ao na expressao de PDX1 esta ligada a resisténcia a insulina e no

desenvolvimento de T2D (188) uma vez que o PDX1 promove um estado de
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“senescéncia prematura” das células beta. No presente estudo, observamos uma
diminuicdo na expressao de PDX1 no grupo HF corroborando com os estados de
resisténcia a insulina. conforme descrito na literatura (62). Anteriormente,
identificamos que a dieta restrita a vitamina D materna pode modificar o
desenvolvimento do pancreas da prole, levando a remodelacéo das ilhotas e a via de
sinalizagdo da insulina, onde a diminuigdo do PDX-1 é provavelmente significativa
para as alteracbes na massa de células beta e secrecdo de insulina na idade
adulta..(189). Entretanto, no nosso estudo, o JlI ndo teve efeito na redugdo da
expressao do PDX1 nos animais do grupo HF-JI.

A obesidade, como observado nos camundongos do grupo HF, parece estar
ligada a inibicdo da via de sinalizagdao pAkt, que contribui para o bloqueio da
sinalizagao de insulina (190). Outro ponto importante € sobre a ativagdo do supressor
de tumor p43 causa apoptose associada a quebras de fita dupla de DNA e causa
deficiéncia de células beta apds hiperglicemia (191). Assim, a redugéo da expresséo
de p43 por causa da JI € um resultado notavel, além mais pelo fato de que a pratica
do JI esta conectado com a diminuicdo das concentracbes de marcadores pro-

inflamatorios (192).

4.3 TABs

Nos animais do grupo HF, observamos elevada concentragdo de leptina,
causada pelo aumento da massa gorda. A hiperinsulinemia compromete a fungdo das
ilhotas pancreaticas em longo prazo(193), estimulando a lipogénese e, portanto, a
hipertrofia dos adipdcitos, inibindo a hiperplasia dos adipdcitos e a plasticidade das
células brancas / bege (182, 194), a diminuicdo da termogénese e o acumulo de
gordura corporal, conforme observado no grupo com HF, mas a pratica do JI teve um
efeito benéfico pois houve significativa melhora desses parametros no grupo HF-JI.

O perfil termogénico tem sido alvo de muitos estudos, visto a possibilidade de
novas perspectivas no tratamento da obesidade e consequentemente de doencas

associadas, como o DM2. Uma das estratégias para combater a obesidade e suas
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alteracdes metabdlicas € aumentar o gasto energético (EE,) estimulando a
termogénese adaptativa(195). O EE consiste em trés acdes: taxa metabdlica basal
(necessaria para manter o funcionamento normal do organismo), atividade fisica
(realizando atividade extra-trabalho) e termogénese adaptativa (causada por tremores
e nao tremores) (196, 197). O B3-ar € o receptor mais relevante para a ativagao aguda
da termogénese (198), atuando como um gatilho que inicia a termogénese (199) (a
termogénese adaptativa libera noradrenalina, que ativa receptores adrenérgicos
localizados na membrana plasmatica do adipocito marrom). Sem estimulagao
simpatica, ndo ha termogénese adaptativa e, portanto, os adipdcitos bege dependem
do acoplamento adequado entre a atividade de 33-ar e Ucp1 (efetor de termogénese)
para aumentar a EE, consumindo energia quimica e produzindo calor em vez de gerar
ATP (77). Assim, observamos nos nossos resultados que a termogénese foi ativada
pelo JI, o que estimulu o B3-ar, Cidea e Ucp1 no TABs no grupo HF-JI.

O adipocito bege tem caracteristicas fenotipicas e padrées de expressédo de
genes termogénicos semelhantes ao TAM, mas essas células estdo em locais TAB
(200). A identificagao da célula bege no TAB pode ser confirmada pela marcagéao de
genes TAM tipicos no TAB, como genes envolvidos na termogénese (Ucp1) ue foram
superexpressos em nosso grupo HF-JI. Vale ressaltar que Ucp1 é uma proteina da
membrana interna mitocondrial, regulada por sinalizagdo adrenérgica simpatica,
desencadeando uma dissociagao da cadeia respiratéria entre a captagao de oxigénio
e a sintese de ATP, levando a dissipagao de calor na forma de calor (201). Além disso,
o Cidea é uma proteina / reguladora de adipdcitos associada a goticulas de lipidios,
essencial para o ajuste da EE, aumentando a termogénese em adipdcitos com efeitos
positivos na expressao da Ucp1 (202). Nosso grupo HF mostrou a menor expressao
de Cidea, mas HF-JI teve uma expressao Cidea como o grupo C. No entanto, as
descobertas atuais em camundongos contrastaram com um relatério recente em
mulheres, onde os niveis de RNAmM de Ucp1 n&o foram alterados nos TABs (203).JI
melhorou a expressao de Vegf nos grupos C-Jl e HF-JI. A sinalizacédo de Vegf é
necessaria para a indugao fisioldgica do escurecimento dos adipdcitos, precedendo a
ativagdo da Ucp1(204). Vegf e Adiponectina aumentaram e a leptina diminuiu em
nossos animais com HF-JI, reforcando o relatério anterior que indica uma acéo de

Vegf em animais obesos mediando a termogénese gerada por JI (205).
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CONCLUSAO

Os achados presentes nos permitem a concluir que o JI tem efeitos benéficos,
no controle da massa corporal, mesmo com a continuidade de uma dieta
obesogénica e pro-inflamatéria em camundongos. Os efeitos benéficos do JI no
metabolismo da glicose e inflamagéo do figado mostram a potencialidade do JI como
fator coadjuvante no tratamento de problemas metabdlicos hepaticos e da esteatose.
A adaptacdo das ilhotas pancreaticas para enfrentar as alteragbes metabdlicas
causadas pelo consumo crénico da dieta hiperlipidica modifica a estrutura e a funcao
das ilhotas significativamente. O estudo mostra que o JI diminuiu o tamanho das
ilhotas pancreaticas, principalmente considerando a relagdo da massa das células
alfa e beta, além de melhorar a sinalizagdo da insulina e diminuir a apoptose. O Ji
leva igualmente ao escurecimento dos adipdcitos do TABs e, portanto, a melhora da
termogénese e o EE, o que, contribui para a perda de peso e reparo do eixo
adipoinsular, devido a melhora da resposta a leptina e insulina. A melhora no perfil
inflamatorio também é evidente nos animais do grupo HF-JI. Pesquisas futuras
devem explorar se a pratica do JI pode manter os beneficios observados em longo

prazo.
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ABSTRACT

Aims: There i a pancreatic islet adaptation in obese subjects, resulting in insulin resistance and diabetes type 2.
‘W studied the effect of intermittent fasting {IntF) on the islet structune of diet-induced obese (I80) mice.
Methods: Thee-mionth-old male mice fed a control diet {C, 102 Kcal fat) or a high-fat dict (HF, 508 Keal fat) for
two months {n = 20cach group). Then, half of cach group did Intf {alternating 24 h fed,24 h fast), continuing in
their dicts four more weeks: C, C-intk, HF, HF-IntF. ksbets wene prepared to microscopy or solated for molecular
analysis.

Keswdts: HF group (vs. Cgroup) showed hyperglycemia, hyperinsulinemia, hyper eptinemia, hypoadiponectinemia,
glurnse intolerance, insulin resistance, and islet hypertrophy with 2 consequent higher both the alpha-cell and
beta-cell masses. In the HF group (vs. C), there was bow PDED {pancreatic and dundenal hemesbos 1), and intf
did mot alter FOX1. There was a low p-AKT/AKT ratio (protein kinase B), and IntF enhanced it. Also, tumior

sor pa3 was increased, and IntF decreased it. IL {interbeukin} -6 was higher in the HF group (v C), and HF-IntF
(ws. CAntF). Any significant change in NFKB wias seen among groups.

Conclusions: IntF improves pancreatic islet structure in DIO mice, even with continued HF diet intake, primarily
considering on the alpha- and beta-cell masses regulation, then improving insulin signaling and decreasing cell
apoptosis. Future research should explore whether the shortening of the IntF extend could maintain the benefits

obseraed inthe bong term

1. Introduction

Sustained hyperglycemia is a significant insult to pancreatic islets,
promoting an adaptation of slet cells (hyperplasia, hypertrophy,
recruitment of progenitor cells).' The persistence of hyperglycemia
leads to beta-cell depletion {hypoplasia, hypotrophy, and dedifferentia-
tion), and insulin resistance ? Insult continuity progresses to diabetes
mdlitus type 2 {T2D) with decreased fundional beta-cell mass, the hall-
mark of T2D,? and beta-cedl death.** Therefore, efforts should be made
for effectively increasing, enhancing, or restoring beta-cell function 7

Abbrevialioes: Ald, probein kinase [§; AL, area ander Uhe curve; BM, body mass; C,
conirol; DI, diet-inchued obesity; HF, high Gl HOMA-IR, bomeostasis mode asesanent
For imsulin resisance; [ITT, intraperitoneal mlin wleramee west; (L6, interdeskin-6; ImF,
imermittent Rsting; M, mas; NED, noclear Golor kappa B; OCTT, oral gluoese wolerance
Leesl; pS3, e suppresor pS3; pAkl, phospho-Akl; PO, paxreatic dusdenal Bomes
b 1z P, partial points countesd on the structures; Pr ol points of the lest-systen Oa
mumerical density per area; T20, didbetes mellius Lype 22 Vv, volume density.

* Cormespanding author alz Universidade do Estado do Rie de Janein, Centro Biomeédion,
Imestitubor de Binlogia, Laboralarie de Mofometria, Metabolsmo ¢ Deenga Candivvascular.
A 28 de Setembn 87 Rls, 20550 -030 Rio de janisimo, Bl

E-pnuil aderescs mamadariméiuesi br (CAC Mandarim-de-Lacerda

Tt i corg /110, DV jeliacom 2019, 107457
1056 §727 0 2019 Flsevier Inc. All rights reserved.

i 019 Elsevier Inc. All rights reserved.

Intermittent fasting (IntF) is wsuvally performed by religiows
motivations,” besides being a dictary intervention elfective in reducing
body mass (BM). IntF right be cateporized in alternate-day fasting, full-
day fasting, and time-restricted feeding as one meal-per-day.” The IntF
might maintain the structure and function of pancreatic islets,'®'2
and, in rodents improves insulin sensitivity and adi.]:lusity.."! hyperglyoe-
mia, and T20""* benefits that may be translated to humans "8

The study was undertaken to assess the high impact of the long-term
imtake of the high-fat diet and consequent obesity installation on the
pancreatic islet alpha- and beta-cell arrangement and islet molecular
markers when the animal = submitted to IntF.

2. Materials and methods
2.1 Amirnols and diets

The study followed the guidclines for experimentation with animals
(Mational Institutes of Health Publication No. 85-23, revised in 1996),
and the protocol was approved by the Animal Ethics Commuittee of the
University of the State of Rio de Janeiro (Protocol Mo, CEUAD40/
20016). The animals were maintained under controlled temperature

Please cite this artide as: TS5 Mannho, CC. Borges, M.E Aguila, ot al, Intermittent [asting benelits on alpha- and beta-cell amangement in diet-
indueed obese mice pancreatic islet, Jounal of Diabetes and s Complications, hitps:/idoiorg/ 10,1016/ jdiacomp 2019107497
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SUMMARY?: Obesity and its comorbidities are becoming epidemic in the Western world. Beta cell mass estimation is an important
indicator to track the progression of insulin resistance/type 2 diabetes, particularly in experimental studies, where it can be performed
with stereological tools in an unbiased way. In this work, we present a simple protocol that can contribute to doing the practice of
estimating the mass of beta cells more frequent and reproducible. As with any quantitative study, the necessary precautions regarding

sampling and randomness must be respected.

KEY WORDS: Pancreatic islet; Beta cell; Stereology; Obesity; Cell biology.

INTRODUCTION

The obesity epidemic in the world is associated with
diabetes mellitus, coronary heart disease, certain forms of
cancer, and sleep-breathing disorders, in which insulin
resistance/type 2 diabetes (T2D) is relevant (Kopelman,
20007, as demonstrated in the Hispanic population in the
United States (Aguayo-Mazzucato et al., 2019). Also, the
exposure of mothers' diabetic pregnancies or gestational
impaired glucose tolerance leads to inter-generational
amplification of T2D risk mediated through prenatal
exposures (Dyck erf al., 2019). The maternal vitamin D-
restricted diet modifies the development of the pancreas of
the offspring, leading to 1slet remodeling and altered insulin-
signaling pathway. The decrease of pancreatic and duodenal
homeobox 1 (PDX-1) is probably significant to the changes
in the beta-cell mass and insulin secretion in adulthood
(Maia-Ceciliano et al., 2016). Empowering community dia-
betes mellitus screening programs targeting the environment,
social gradients, and cultural norms while engaging in
preventive imnterventions are recommended (Cuschien &
Grech, 2019).

Pancreatic beta cells are responsible for maintaining
the body's glucose levels within a very narrow range; their
population is dynamic, with compensatory changes to
maintain euglycemia. Throughout the lifetime of a mammal,
low levels of beta-cell replication and apoptosis are balanced
and result in a slowly increasing mass of beta cells (Bonner-

Weir, 2000). One way to evaluate the evolution of insulin
resistance / T2D, as well as the efficiency of therapeutic
procedures, 1s by estimating the beta cell mass in the
pancreatic islet (Frantz et al., 2011; Mandarim-de-Lacerda,
2019). The progressive loss of pancreatic beta-cell mass that
occurs in T2D is a primary factor driving efforts to identify
strategies for effectively increasing, enhancing or restoring
beta-cell mass as constant stimulation of beta-cell
proliferation has remained a challenge (Aamodt & Powers,
2017). Islet neuropeptide Y receptors are promising targets
for the preservation of beta-cell mass and targeting these
receptors could help to maintain beta-cell mass in both type
1 and type 2 diabetes, and may also be useful for improving
islet transplantation outcomes (Franklin et al., 2018).

A relevant tool in experimental studies 1s the use of
quantitative methods in morphology (morphometry and
stereology) (Mandarim-de-Lacerda & Del-Sol, 2017}, and
islet and beta cell mass have been stereologically studied
(Bock er al., 2003a.b).

However, for this method to be more acceptable to
researchers of metabolic disorders of glucose homeostasis
and pancreatic islet, the present manuscript attempts to
standardize a quick and easy method of execution of
estimating the mass of beta cells using design-based
stereology.

Laboratory of Morphometry, Metabolism, and Cardiovascular Diseases. Biomedical Centre, Institute of Biology, The University of the State of Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil.
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Beneficial effects of intermittent fasting on steatosis and inflammation
of the liver in mice fed a high-fat or a high-fructose diet
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Objective: Intermittent fasting (IF] is a nutritional intervention with significant metabolic effects on the liver
that are not yet fully understood. The aim of this study was to investigate the effects of IF on body mass, lipid
profile, glucose metabolism, liver lipogenesis, Boxidation, and inflammation.

Methods: We used cellar and modecular technigues to investigate the effeds of IF on 3-mo-old make C57 BLjG
mice that were fied control (100 keal far), high-fat [HF; 50 keal Gt), or high-fructese (HE 500 keal frucose)

m;lmmm diets for & wi Half of the animals were submitted to IF(1 d fed, 1 d fast) for an additional 4 wk.
oi— Reswlts: Although food intake on the fed day did not differ between the growps, mice in the HF and HFr groups
i-oidation showed diminished body mass, wotal cholesterol, and triacylghycerol levels. Also, plasma adiponectin
A increased in the HFr group and beptin decreased in the HF mice. Oral glecose tolerance test and insulin were
Stealiis ameliorated by IF, regardless of the diet consumed (HF or HFr), and decreased hepatic lipogenesis and
increased PB-oxidation markers, resulting in a reduction of the hepatic steatosis and inflammation.
Conclusions: There were beneficial effects of IF even with the continuity of the shesogenic diet and proinflam-
matory diet inmice. 1t is recommended that based on the beneficial effects of IF on glucose and liver metabo-
lism and inflammation that IF be a coadjutant factor in the treatment of hepatic metabolic issues and
steatosis.
i 20149 Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction alternative metabolic stages, which rely less on glhueose and more

Intermittent fasting (1F) is charactenzed by perods of voluntary
abstinenee from food and drnk, assodated or not to religious and
other practices [1]. IF improved insulin sensitivity, with effects on
blood glucose, adiposity, and type 2 diabetes mellitus (T2DM)
rodents [2] and humans [3], making it an option to alleviate the
deleteriows effects of unhealthy dicts. Fasting organisms coler into

MBA was lunded by Comselho Nacional de Desenvolvimenlo Centifim e Teo
nolgio (CHPyY) grant number 30586520070, aml Fmdacae Carlos Chagas Filha
do Ampar a Pesguisa do o de Janeiro [FAPER]) grant mamber E-26201.335/2014.
CAML was fumded by CHPy grant number 302 90020161 aml FAPEE] grani num
ber E-26/01. 1862014, TSM received a bursary from Coondenagio de Aperfeioa
menlo de Pessoal de Mivel Superior - Brazil (CAPES) - Fnamee Code 0L These
agemies had mo inlerferense in the plic ni anel ol the study.
T5M and FO generaled, wollecled, assmbled, analyzed, and inlerpreted the data
anel dralted the manuscripl. SE5 analyzed amd merpreted the data, CMIL and MEBA
comeived of and designesd the study, analyeed amd mierpreted the dala, revised the
mamexripl, and approved the linal version of the manuscripl. The authors have na
comllicts of inlerest b deedare.

* Correspomiling author: Tel +55 21 2068 8716; Fax: +55 21 2868 8031,

E-mumil medelrescs: mibagui ke be (M Aguila).

g [ doieng) 10,1016 L 2001902 020
CEGS-9007 M0 2019 Eevier nc. All rights reserved.

on ketone body-like carbon sources [4], reducing body mass (BM)
5] and enhancing cognitive functions [G]. The mechanisms
invadved with IF are related to adaptive cellular stress response sig-
naling pathways, improving mitechondrial health, DNA repair,
autophagy, promotion of stem cell-based regeneration, and long-
lasting metabolic effeds | 7).

Thee high-fat dict (Westemn or “caletenia™ dict) is a primary [ac-
tor associated with obesity and its comorbidities, even in rodents
[8,9]. The consumption of a high-fat dict (HFD) causes adipose ds-
sue expansion, and triacylglycerol (TG) stored inthis tissue can be
hydrolyzed to release glycerol and free fatty acids (FFA)L The FFA
generated by lipelysis ane conducted to the liver and are used o
synthesize TG, which accumulate in the liver, Gavoring the develop-
ment of non-alcoholic fatty liver discase (NAFLD) [10,11].

Also, the (rucose component of sugar may be particularly
harmful because of its unigue metabolic propertics, and frocose-
rich diets can rapidly produce all the key features of the metabolic
syndrome [12], without a significant increase in BM [ 13]. Excess
fructose leads Lo an increase inthe production of acetyl-coenzyme
A [acctyl-CoA), which is not metabolized by the tricarboxylic cydle,
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Differential effects of angiotensin receptor blockers on pancreatic islet
remodelling and glucose homeostasis in diet-induced obese mice
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Obesity leads to adverse endocrine pancreas remodelling, reduced islet lifespan and carly type 2 diabetes
onset. ATTR blockade shows beneficial pleiotropic effects. This study sought to compare the effects of
losartan and telmisartan on pancreatic islets remodelling and glucose homeostasic in diet-induced obese
mice. High-fat diet yielded owenweight, insulin resistance, islet apoptosis and hypertrophy. Suitable in-
aulin levels and preserved endocrine pancreas structure were cormelated to adequate AKT-FOX01

pathway functioning in lesartan-treated animals. Conversely, telmisartan yielded enhanced PFDX1 and

Keywords:
Pamrealic islet
Telmisartan

GLP-1 islet expression along with greater GLP-1 bevels, with the consequent better islet glucose sensing
and uptake. Greater islet vascularisation coupled with reduced apoptosis and macrophage infiltration
spems to underlie the bencficial findings in both treatments. In conclusion, these results provide

compelling evidence that two antihypertensive drugs (telmisartan and losartan) ameliorate pancreatic

Clocose homegslasis

ishet structure, glucose handling, and vascularisation in obese mice. Although only telmisartan countered

High-lat diet overweight, both drugs yielded reduced apoptosis and islet preservation, with translational potential.
Apoposis @ 2016 Flsevier Ireland Ltd. all rights reserved.
L. Intreduction et al, 2001} These alterations threaten the survival of pancreatic

Obesity has reached epidemic proportions and (regquently stems
from mereased fat intake and physical mactivity (Sewdell and
Halberstadt, 2015). Adipose tissue capacity to buffer excessive
exogenous or endogenous free faty acids (FFA) is limited and the
resulting mereased leptin release from enlarged adipocytes tniggers
hyperninsulinemmia, which s related to adverse pancreatic islet
remodelling (Gustafson and Smith, 2015)

The pancreas is one of the most affected organs by lipotoxicity
(van Raalte et al, 2010} It has been previously reported that high-
fat feeding leads to enlarged panoreatic islets as an attempt to keep
normal values of blood glucose at the expense of hypeninsulinemia
(Janikiewicz ot al, 2015; Souza-Mello et al, 2010} As lipotoxicity
becomes chronic, glucose intoleranoe takes place and, at this stage,
pancreatic islets present with altered metabolic pathways, besides
a structural disamangement (el Guerra et al, 2005; Souza-Mello
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Cardiovascular, Centme Bivamedico, Institale de Boogia, Universidade do Eslado do
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0303 7H07 i HH6 Elsevier reland Lid. All rights resered.

islets, which tend o become dysfunctional due to a highly
demanding for insulin and glucagon synthesis (Cerf, 2007).

Insulin resistance precedes type 2 diabetes onset in at least ten
years. During this peniod, pancreatic islet undergoes a series of
structural, functional and metabolic remodelling.  Pancreatic
duodenal homeobox 1 {PDX 1) islet cxpression is essential to mduce
adeqguate expression of glucokimase (GK) and glucose transporter 2
[GLUTZ), which mediate glocose sensing and uptake by the islet
and ensures beta cell lunction and islet preservation (Cerd, 2007;
Sttzel et al, 2015).

The use of angiotensin receptor blockers (ARBs) has unravelled
pleiotropic effeds on pancreatic structure and glucose homeostasis
[Souza-Mello et al, 2000; Zhao ct al, 2016). The inhibitton of
angiotensin type 1 receptor (ATITR) in endocrine pancreas favours
angotensin lype 2 receplor (AT2R) actions, which seems 1o cause
islet preservation (Shao ot al, 2013). Besides a better coupling be-
tween glucose sensing and uptake by beta oells, antiapoptotic ef-
fects and greater islet vascularisation play a mapor role in islet
preservation (Bonora, 2008 ). In this context, unlike losartan {a pure
ARB), telmisartan is also a partial peroxisome prolilerator-activated
receptor (PPAR) gamma agomist, which s suggestive of additive
beneficial effects on islet morphology and physiology (Bhatia and
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