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RESUMO 

 

 

MARINHO, Thatiany de Souza. Efeitos do jejum intermitente no fígado, na ilhota 
pancreática e no adipócito de camundongos alimentados com dieta hiperlipídica 
ou dieta rica em frutose. 2020. 115f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e 
Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.  

 
Objetivo: O estudo avalia os efeitos no jejum intermitente (JI) no fígado 

(estrutura, esteatose e metabolismo), no pâncreas (massa de células beta, 
marcadores moleculares), e no tecido adiposo branco subcutâneo (TABs, formação 
de adipócitos bege e expressão de genes termogênicos). Metodologia: 
Camundongos machos C57BL/6, com três meses de idade, foram alimentados com 
dietas controle (C, 10% Kcal de gordura), hiperlipídica (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 (alimentação 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 hepática e hipertrofia das ilhotas 
pancreáticas com aumento da massa das células alfa e beta, bem como hipertrofia de 
adipócitos do TABs. A ingestão de alimentos no dia alimentado dos grupos com jejum 
não foi diferente entre os grupos, mas os grupos HF-JI e HFr-JI tiveram redução da 
massa corporal, do colesterol total e triacilglicerol. O teste oral de tolerância à glicose 
e a insulinemia melhoraram no JI, independentemente da dieta consumida, bem como 
diminuição da lipogênese hepática e aumento da beta-oxidação, resultando em 
redução da esteatose hepática e da inflamação. A resistência à insulina aumentou no 
grupo HF, e foi reduzida no grupo HF-JI. Houve diminuição da relação p-AKT/AKT 
(proteína quinase B) no grupo HF, e JI aumentou esta relação no grupo HF-JI. O 
supressor de tumor p53 aumentou no grupo HF e JI diminuiu no grupo HF-JI. O JI 
levou à redução do tamanho das ilhotas pancreáticas e da massa das células alfa e 
beta, além de melhorar a sinalização da insulina e diminuir a apoptose. O grupo HF-
JI teve escurecimento do TABs e quociente respiratório (RQ) aumentado no dia 
alimentado. UCP1 aumentou nos grupos com JI, que também diminuiu marcadores 
inflamatórios e marcadores pró-apoptóticos nos adipócitos do TABs. Conclusões: O 
JI melhorou o metabolismo de carboidratos e marcadores pró-inflamatórios hepáticos, 
além de regular a massa de células alfa e beta e melhorar a sinalização da insulina 
com diminuição de a apoptose, mesmo com a ingestão continuada de dieta HF. O JI 
também promove o escurecimento dos adipócitos do TABs, agindo na termogênese e 
no eixo adipoinsular, com melhora da resposta à leptina, insulina e marcadores 
inflamatórios. 

 

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

células beta. Termogênese.  



 
 

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 (WATs, 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: IF 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 WATs 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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INTRODUÇÃO 
 

 

A frutose é um açúcar simples, do grupo das hexoses, que se assemelha a 

glicose (diferindo apenas pela posição do grupo carbonila, que na frutose encontra-se 

no carbono 2 e na glicose no carbono 1) A frutose é um monossacarídeo encontrado 

em frutas, sendo também um subproduto do xarope de milho, que tem baixo custo, e, 

por isso, é adicionado em alimentos e bebidas com função de adoçar (1). 

Sob o ponto de vista comercial e industrial, apresenta algumas vantagens: tem 

o maior poder edulcorante de todos os açucares (ou seja, maior capacidade de 

adoçar), poder umectante (para manter a umidade em produtos industrializados), 

contribui no desenvolvimento da cor, aroma, e na depressão do ponto de 

congelamento (2). Este monossacarídeo pode ser encontrado, predominantemente, 

em frutas (maças, laranjas e melões) 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, pó para bebidas e refrigerantes, uma vez que é 1,4 - 

1,7 vezes mais doce que a sacarose e seu custo reduzido devido à evolução no 

processo de obtenção (3). Assim sendo, a incorporação da frutose nos produtos 

industrializados em larga escala, principalmente nos refrigerantes, trouxe uma série 

de repercussões para a saúde, com efeitos em órgãos-alvo (Figura 1). 

O intestino delgado desempenha um papel importante no metabolismo da 

frutose, convertendo frutose em glicose e outros metabólitos circulantes. Desta forma, 

o intestino delgado protege o fígado da exposição à frutose. Altas doses de frutose 

sobrecarregam essa capacidade de proteção do intestino delgado alterando o 

equilíbrio entre o consumo e a capacidade de eliminação da frutose intestinal, que 

leva à maior exposição do fígado à frutose da dieta e, portanto, à toxicidade da frutose 

(4). 

A frutose, que é um monossacarídeo altamente lipogênico, sua ingestão em 

excesso promove resistência à insulina, comprometimento do metabolismo da glicose, 

dislipidemia, fibrose hepática e esteatose, além de hipertensão arterial sistêmica, gota, 

dislipidemias e DHGNA (5), mesmo sem causar significativo aumento da massa 

corporal (6). 
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Figura 1: Efeito da frutose em órgãos alvo e o desenvolvimento da Síndrome 
Metabólica 

 
Fonte: Adaptado de Johnson, 2009 (7)  

 

O consumo excessivo de frutose aumenta os níveis de ácidos graxos que estão 

associados a alterações nas vias clássicas da sinalização insulínica, podendo causar 

um quadro de resistência à insulina. Os ácidos graxos desencadeiam a fosforilação 

dos resíduos serina dos receptores de insulina, inativando-os e diminuindo a ativação 

da PI3-K, o que promove a diminuição no transporte de glicose para dentro da célula 

estimulado pela insulina (8). Essa diminuição na captação de glicose estimula ainda 

mais a secreção de insulina na tentativa de compensar os níveis aumentados de 

glicose e piora a situação de “resistência” (4, 9). 

Mais do que apenas uma consequência de escolhas de estilo de vida, a 

obesidade é uma doença complexa, poligênica, multifatorial, crônica e resistente a 

muitas formas de tratamento (10). A obesidade tem aumentado significativamente nas 

últimas décadas, no país e no mundo. Trata-se de uma epidemia que atinge indivíduos 

em todos os níveis socioeconômico. As fonte de alimentos de baixo custo e com alta 

densidade calórica, disponíveis 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 sedentário e constituem importantes fatores para um 

aumento acelerado da prevalência da obesidade (11, 12). 

Os lipídios são parte da estrutura celular e são envolvidos em funções 

fundamentais, como homeostase celular, comunicação célula-célula e na regulação 

de inflamação. Também são fonte densa de energia, e a mobilização dos lipídios para 

energia, onde representam a maior fonte energética, sendo 9 kcal por grama de 

gordura contra 4 kcal por grama de carboidrato ou proteína (13). A maior parte da 

gordura ingerida através da dieta está sob a forma de triglicerídeos e colesterol. Os 

triglicerídeos serão estocados, principalmente, no tecido adiposo bem como em outros 

órgão-alvo como o fígado, o tecido muscular e o pâncreas (14). O tecido adiposo não 

é apenas um reservatório de gordura utilizado como substrato energético, mas um 

órgão extremamente ativo do ponto de vista metabólico e secretório, liberando para a 

circulação sistêmica grande número de peptídeos ativos e citocinas (15).  

Camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidia, que 

mimetiza a dieta das populações ocidentais, manifestam de forma intensa os sintomas 

da síndrome metabólica/obesidade e por isso representam um bom modelo para o 

estudo deste tema em um curto período. Estudos experimentais mostram que animais 

alimentados com dieta hiperlipídica cursam com resistência a insulina, a qual possui 

efeitos distintos sobre o tecido adiposo, hepático e pancreático. Em um período de 

três meses de administração de dietas contendo cerca de 40% a 60% de energia 

proveniente de lipídios promove alterações metabólicas, aumenta a produção de 

citocinas inflamatórias, induz a RI, hipertensão arterial e obesidades (16, 17), 

hipertrigliceridemia, e ainda, esteatoses hepática e pancreática em animais (18, 19) 

A hipertrofia do tecido adiposo promove a redução do fluxo sanguíneo com 

resultante hipóxia do tecido, inflamação e infiltração de macrófagos. Os adipócitos 

hipertrofiados secretam leptina em excesso, a qual produzirá resistência à leptina e, 

em longo prazo, resistência à insulina por desregulação do eixo adipoinsular (20, 21). 

Ocorre ainda limitação na capacidade do tecido adiposo de secretar uma importante 

adipocina anti-inflamatória, a adiponectina. Esta atua como um potente sensibilizador 

endógeno da insulina (22). Deste modo os adipócitos são impedidos de assimilarem 

os ácidos graxos e promover a liberação deles dos depósitos adiposos. Resultando 
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no aumento da entrega de ácidos graxos ao fígado e síntese de triglicerídeos como 

fonte de energia (23). 

O fígado desempenha um papel importante no metabolismo lipídico, na 

importação e fabricação de AGL, armazenamento e exportação de lipídios, sendo 

considerado com isso um órgão central do metabolismo. Portanto, um desequilíbrio 

em qualquer um destes processos pode levar ao desenvolvimento de doença hepática 

gordurosa não alcoólica (DHGNA) (24).  

A DHGNA é um importante problema de saúde pública devido à sua elevada 

prevalência mundial (25, 26). Atualmente é considerada uma manifestação hepática 

da síndrome metabólica e fator de risco para doenças como: hipertensão arterial, 

Diabetes Mellitus tipo 2 e dislipidemia (24). A esteatose hepática é assintomática e 

pode ser detectada por meio de alterações nas enzimas hepáticas (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 hepática, com isso, a progressão da mesma pode levar a um quadro de 

esteato-hepatite não-alcoólica (EHNA), que envolve lesão hepatocelular e inflamação 

do fígado (28). EHNA quando não tratada progride para cirrose hepática e 

hepatocarcinoma (29).  

A DHGNA é caracterizada pelo acúmulo de triglicerídeos, os quais são formados 

a partir da esterificação de ácidos graxos livres (AGL) e glicerol no hepatócito. AGL 

surgem no fígado a partir de três fontes distintas; lipólise (a hidrólise de AGL a partir 

de glicerol e triglicerídeos) no interior do tecido adiposo, fontes alimentares, e da 

lipogênese de novo (30, 31). Em contraste, os AGL podem ser utilizados através da 

β-oxidação, esterificação dos triglicerídeos e de armazenagem como gotículas 

lipídicas ou embaladas e exportadas como lipoproteína de densidade muito baixa 

(VLDL). Assim o acúmulo de gordura hepática pode ocorrer como um resultado do 

aumento da síntese, da entrada e da diminuição na exportação e oxidação da gordura 

(31), figura 2.  
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Figura 2. Mecanismos de acúmulo de gordura hepática 

Fonte: Adaptado de Dowman, 2010 (30). 

 

Existe a hipótese clássica para a patogênese da DHGNA baseada em “dois 

insultos” (em inglês, “double-hit”) (30, 32) O “primeiro insulto” consiste no 

desenvolvimento da esteatose hepática (acúmulo de lipídios no fígado), a qual uma 

vez estabelecida promove adaptações de rotas sinalizadoras celulares frente aos 

níveis elevados de estresse oxidativo (32), seguido por um "segundo insulto" em que 

mediadores pró-inflamatórios levam a inflamação, lesão hepatocelular, e fibrose (33, 

34). A Figura 3 esquematiza a teoria dos double-hit para a EHNA. 
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Figura 3. Representação esquemática do modelo double-hit na patogênese da 
doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) 

 
Legenda: ácidos graxos livres (AGL), celula estrelada hepática (CEH), interleucina 6 (IL-6) 

lipogênese de novo (LND), triacilglicerol (TAG), reticulo endoplasmático (RE) 
Nota: O primeiro hit induz esteatose e aumenta a suscetibilidade do fígado para o segundo 

hit. A esteatose hepática resultada principalmente de um amplificado influxo de AGL 
devido a um aumento da liberação de AGL dos depósitos de gordura. No fígado este 
influxo de AGL é combinado com o aumento da lipogênese de novo, danificando a 
oxidação de ácidos graxos e suprimido efluxo pela VLDL. Tais eventos são favorecidos 
pela subjacente hiperinsulinemia, hiperglicemia e resistência hepática à insulina.  

Fonte: Adaptado de Kopelman, 2010 (35). 
 

Uma nova hipótese tem sido considerada mais adequada para entender a 

patogênese da DHGNA, a hipótese de “múltiplos fatores” (em inglês, “multiple hits”) 

(36, 37), enfatizando as infinidades de vias que induz ao mesmo fenótipo hepático 

(38), bem como a alterações no crosstalk entre diferentes órgãos e tecidos, incluindo 

tecido adiposo, pâncreas, intestino e músculo (39-41). No entanto, o acúmulo de 

gordura no fígado, causado pela obesidade e resistência à insulina, ainda parece 

representar o “primeiro insulto” (42). 
Os “múltiplos insultos” incluem a RI, lipotoxicidade, adipocinas pró-inflamatórias, 

fatores dietéticos, AG, lipopolissacarídeos (LPS) derivados da microbiota intestinal e 

fatores epigenéticos e genéticos (36, 43), figura 4. 
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Figure 4. Patogênese da doença hepática gordurosa não alcoólica: de dois a múltiplos 
fatores 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Nota: Parte superior: Antiga hipótese de "dois fatores": a esteatose, o primeiro "fator", 
sensibiliza o fígado para o segundo "fator": estresse oxidativo, endotoxina, depleção de 
ATP entre outros. Abaixo: A hipótese de "múltiplos fatores" considera vários insultos 
agindo juntos em indivíduos geneticamente predispostos para induzir DHGNA e 
fornece uma explicação mais precisa da patogênese do DHGNA. Tais acertos incluem 
RI, hormônios secretados no tecido adiposo, fatores nutricionais, microbiota intestinal 
e fatores genéticos e epigenéticos. DHGNA: Doença hepática gordurosa não alcoólica.  

Fonte: Petito-da-Silva, 2019. 
 

Alterações funcionais e estruturais de mitocôndrias hepáticas afetam a β-

oxidação dos ácidos graxos nas mitocôndrias, aumento da peroxidação lipídica em 

peroxissomos e microssomos e o consequente aumento do estresse oxidativo já foi 

relatado em animais portadores de esteatose microvesicular (44). Em decorrência da 

disfunção mitocondrial, a uma redução da β- oxidação de AGL, diminuição do 

citocromo C e da enzima carnitina palmitoil-CoA transferase-1(CPT-1) no fígado, em 

contrapartida o excesso de lipídeos no fígado promove a formação de espécies 

reativas de oxigênio, levando à peroxidação lipídica, inflamação e fibrose (45, 46). A 

oxidação de AGL nas mitocôndrias dos hepatócitos decorre de uma gama de 
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substratos energéticos essenciais ao metabolismo e está via metabólica encontra-se 

reduzida na esteatose (47). 

Evidências indicam que a esteatose hepática da resistência à insulina é causada 

pelo acúmulo de proteína de ligação ao elemento regulador do esterol (SREBP-1c), 

que está elevado em resposta aos altos circulantes de insulina. A homeostase de 

lipídios em células é regulada pela SREBP-1c e o aumento da expressão da SREBP-

1c nos casos de resistência à insulina promove acréscimo da transcrição de genes de 

enzimas envolvidas na síntese dos AGL, entre elas a acetilCoA carboxilase, que 

converte a acetilCoA em malonilCoA e a ácido graxo sintetase (FAS), que converte a 

malonilCoA em palmitato (48, 49). 

Alguns estudos associam a esteatose hepática resultante da resistência à 

insulina com o aumento dos níveis de SREBP-1 em resposta à hiperinsulinemia. Em 

indivíduos sensíveis à insulina, ela estimula a produção de SREBP-1c em períodos 

de pós-prandiais, quando há excesso de carboidrato circulante e níveis maiores de 

insulinemia (48, 50). Apesar de na resistência à insulina a maioria das ações desse 

hormônio ser comprometida, essa resistência à sua ação é seletiva e a capacidade 

da insulina em aumentar a produção de SREBP-1c é mantida. Logo, a expressão de 

SREBP-1c é proporcional à insulinemia, sendo maior nos casos de resistência à 

insulina, os quais vêm sendo associados ao aumento da lipogênese hepática, além 

da redução da oxidação mitocondrial de ácidos graxos (49, 51). 

O pâncreas humano está localizado na parte superior do abdômen, se estende 

do duodeno até o baço, por trás do estômago. Anatomicamente, divide-se em quatro 

partes: cabeça (engloba os vasos mesentéricos superiores), pescoço, corpo e cauda. 

A cabeça do pâncreas é abraçada pelo duodeno, o ducto colédoco atravessa a cabeça 

do pâncreas e se junta com o ducto pancreático principal na ampola de 

hepatopancreática e se abre na papila duodenal maior. A cauda do pâncreas 

encontra-se no ligamento esplenorrenal e entra no hilo do baço (52). Em roedores, a 

anatomia do pâncreas é menos bem definida e está imerso no tecido adiposo, contudo 

esse modelo animal é frequentemente utilizado para estudar a estrutura e função do 

pâncreas. 

A porção endócrina do pâncreas é constituída por um grupo de células, 

chamadas de ilhotas pancreáticas (ou ilhotas de “Langerhans”), que consiste em cinco 

tipos de células diferentes, cada uma das quais é caracterizada pela secreção distinta 
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de um hormônio peptídico específico: glucagon é secretado em células alfa, insulina 

é secretado em células beta, somatostatina é secretada nas células delta, o 

polipeptídeo pancreático é secretado em células PP e a grelina é secretada em células 

épsilon (53). A figura 5, demonstra a distribuição das principais células na ilhota 

pancreática. 

 

Figura 5 – Distribuição das células na ilhota pancreática 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nota: As células alfas se distribuem preferencialmente na região, mas periférica enquanto 
que as células beta localizam-se, mas na região central da ilhota.  

Fonte: Franciele Graus, 2017. 
 

A insulina, um hormônio hipoglicemiante, controla os níveis pós-prandiais de 

glicose circulante através de efeitos metabólicos que incluem o aumento da captação 

periférica de glicose (principalmente tecido muscular e adiposo), estímulo da 

glicogênese (preservando a glicose estocada para períodos de jejum) e inibição da 

síntese de glucagon pelas células alfa (interrompendo a produção hepática de glicose 

via glicogenólise e neoglicogênese). O transporte de glicose através da membrana 

celular é influenciado pela flutuação da secreção de insulina e mudanças na massa 

de células beta a longo prazo que podem ser observadas como forma de adaptação 

às variações sistêmicas da insulina necessárias para a normoglicemia (54).   

A obesidade juntamente com à RI provoca alterações morfofuncionais que 

acometem as células alfa e beta do pâncreas com subsequente prejuízo na via de 

sinalização da insulina (55, 56). Uma vez que este prejuízo é causado por essas 

comorbidades, nas células alfa ocorre aumento da síntese de glucagon ao mesmo 

tempo em que há o aumento da secreção de insulina pelas células beta (57, 58). Essa 

desregulação na secreção dos hormônios das células alfa e beta ocasionam RI e 

consequente desenvolvimento da intolerância à glicose, que em longo prazo, pode 

levar ao DM2 (58). 
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Nas células betas pancreáticas, a insulina ativa a proteína quinase B (AKT) de 

forma dependente à ativação da fosfatidilinositol-3- quinase (PI3K) (59). Uma vez 

fosforilada, a proteína AKT regula positivamente o fator de transcrição forkhead 2 

(Forkhead Transcription Factor 2 – FOXO2), que por sua vez, inibe o fator de 

transcrição forkhead 1 (Forkhead Transcription Factor 1 - FOXO1) (60, 61). Com a 

expressão diminuída da proteína AKT, a expressão de FOXO2 diminui e o FOXO1 é 

mais expresso, com consequente diminuição do PDX1, caracterizando um estado de 

disfunção celular (62). O PDX1 é um fator de transcrição-chave expresso em diversos 

estágios do desenvolvimento do pâncreas e também no processo de diferenciação 

das células beta pancreáticas (63). A sua expressão está atrelada à preservação da 

função das células beta pancreáticas, pois em um ensaio clínico foi demostrado que 

há diminuição na expressão PDX1 na RI e no DM2 (64). 

O PDX1 pode ativar nas células beta o gene da insulina, bem como outros genes 

envolvidos na detecção de glicose e seu metabolismo. Estes genes incluem a 

glicoquinase (GK) e transportador de glicose de difusão facilitada (GLUT)2, os quais 

têm sua transcrição aumentada através da ação do GLP1, que aumenta a secreção 

de insulina estimulada pela glicose através da ativação do monofosfato de adenosina 

cíclico (AMPc) (65, 66). Através do aumento da expressão do fator de transcrição 

PDX1, o GLP1 pode promover a expressão do gene da insulina e sua biossíntese 

(66). 

Os GLUTs apresentam 14 isoformas descritas na literatura, contudo, o GLUT2 

nas células beta pancreáticas é o principal transportador de glicose através da 

membrana plasmática (67). A GK serve como um sensor de glicose nas células beta 

pancreáticas, e, através do reconhecimento da glicose induz a secreção de insulina. 

Com o aumento dos níveis de glicose circulante durante a fase pós-prandial, a GK é 

fosforilador principal da glicose. Em oposição à 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 período pós prandial (68). 

Em suma, na via AKT/FOXO1, a fosforilação da AKT estimula a captação de 

glicose para membrana através do transportador GLUT2, que em condições normais 

inibe a FOXO1 permitindo a transcrição de PDX1. Cabe ressaltar que a FOXO1 inibe 

a proliferação das células beta pancreáticas através da supressão de PDX1, já que a 
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FOXO1 quando ativa (fosforilada) se transloca para o núcleo, silenciando o PDX1 (69, 

70). Na figura 6 uma breve descrição do esquema descrito anteriormente. 
 
Figura 6 – Via de sinalização AKT/FOXO1 e sua relação com PDX1 

Legenda: GLUT2 (transportador de glicose 2), GK (glicoquinase), G6P (glicose-6-fosfato), 
AKT (proteína quinase B), PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase), PDX1(fator homeobox 
pancreático-duodenal) e FOXO1 (fator de transcrição forkhead box O1). 

Nota: A seta cheia indica transporte; as setas pontilhadas indicam ações sequencias de 
fosforilação/estimulação e a linha interrompida indica inibição. O GK é um dos 
principais sensores de glicose que levam a secreção de insulina pelas células beta. 
Quando a AKT fosforila a FOXO1, transloca-se do núcleo para o citoplasma, tornando-
se inativa e permitindo a transcrição de PDX1 (seta pontilhada cinza). Quando a 
fosforilação da AKT não ocorre ou reduz, ela transloca-se do citoplasma para o núcleo, 
tornando-se ativa e silenciando o PDX1 (seta pontilhada vermelha). 

Fonte: Franciele Graus, 2017. 
 

Nos mamíferos existem dois tipos de tecido adiposo: o tecido adiposo marrom 

(TAM) e o tecido adiposo branco (TAB). No TAM, adipócitos mantêm muitas e 

pequenas gotas de lipídios no citoplasma e o núcleo ocupa diferentes posições na 

célula, seja no centro ou na periferia. As mitocôndrias das células do TAM 

transformam a maior parte da energia dos lipídios em energia térmica. Assim, o TAM 

é especializado na produção de calor (termogênese) e, portanto, participa ativamente 

na regulação da temperatura corporal (71). Os depósitos de TAM estão praticamente 

ausentes ou em quantidades muito pequenas em humanos adultos, mas são 

encontrados e maiores quantidades em fetos e recém-nascidos, na região cervical, 

supra clavicular, paravertebral, interescapular e perirenal e em regiões interescapular, 

subescapular, regiões axilar, perirrenal e periaórtica em roedores (72).  
O TAB é caracterizado por um padrão unilocular (única gotícula de gordura 

central) e é composto pelos adipócitos e a fração vascular estromal (constituinte 

principal de pré-adipócitos, células imunes e fibroblastos); juntos, adipócitos e fração 

vascular estromal produzem matriz extracelular para manter a integridade estrutural e 
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funcional do tecido (73, 74). O TAB tem as funções de contribuir como barreira física 

ao trauma, armazenamento energético e secreção de proteínas bioativas com atuação 

local e à distância, denominadas adipocinas, sendo as mais descritas a adiponectina, 

leptina, resistina e fator de necrose tumoral α (TNF-α) (75).  

Recentemente foi evidenciado que o TAB pode sofrer diferenciação para o tecido 

adiposo bege, metabolicamente mais ativo, ao adquirir características termogênicas 

em um processo denominado browning (este processo de escurecimento ocorre no 

TAB subcutâneo – TABs) (76) caracterizado por um aumento na concentração de 

mitocôndrias que permitem uma maior capacidade de transformação de energia 

quimica em calor, ou seja, maior gasto energético, que pode ocorre através de 

estímulos nutricionais ou farmacológicos (77).  
Estudos prévios descreveram que o TABs de roedores apresentou alta expressão 

de UCP-1 e outros marcadores gênicos característicos do TAM quando comparado 

ao TAB visceral (78, 79). Este tecido é encontrado anatomicamente nos locais do 

TABs, contudo sua característica metabólica é semelhante ao TAM incluindo o 

potencial termogênico, o padrão de expressão gênica, reserva lipídica multilocular e 

elevado número de mitocôndrias (80-82), caracterizando a termogênese adaptativa 

no TABs. 

O adipócito bege parece gerar efeitos benefícios sobre o metabolismo além de 

reduzir o risco de patologias, tais como o DM2 e a obesidade (83, 84). Um estudo 

atual estudo indica que o fenômeno browning (processo de escurecimento do TAB em 

tecido adiposo bege) pode ser um novo alvo terapêutico para a redução de doenças 

como obesidade, porém as investigações translacionais ainda são iniciais (85).  

Para identificar a célula bege no TAB basta fazer uma marcação para os genes 

típicos do TAM no TABs, tais como genes envolvidos na termogênese (UCP1), 

biogênese mitocondrial (PGC1-alfa), entre outros (86, 87). O PGC1-alfa, co-ativador 

transcricional envolvido na biogênese mitocondrial e na expressão de genes 

termogênicos, é primordialmente expresso no TAM e encontra-se aumentado na 

vigência de atividade termogênica (88). Sabe que 63g de tecido adiposo bege ativo 

em um adulto evitaria o acúmulo de quatro quilos de gordura ao final de um ano, sendo 

essa observação atribuída ao gasto desse excesso de energia na via termogênica 

(89). 
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Figura 7. Tecido adiposo branco, marrom e bege  

 
Nota: Bege - TABS de reserva lipídica após passar por um processo de transdiferenciação 

com foco de tecido adiposo bege termogenicamente ativo. 
Fonte: a autora, 2020.  
 

O jejum intermitente (JI) é praticado a milênios, mas apenas recentemente vem 

sendo utilizado como uma abordagem dietética cada vez mais popularizada devido 

seu potencial efeito emagrecedor (90). Muitos grupos religiosos incorporam períodos 

de jejum em seus rituais, incluindo muçulmanos que jejuam do amanhecer até o 

anoitecer durante o mês do Ramadã, e cristãos, 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 alimentação com restrição de horário como uma refeição por dia 

são os protocolos mais usados (93). Diferentemente da dieta de restrição calórica, em 

que a ingestão energética diária é reduzida cronicamente em 20%-40% da energia 

total e se realiza diversas refeições fracionadas durante o dia, no JI o indivíduo segue 

diversos tipos de protocolos de acordo com sua tolerância. Durante o jejum é permitido 

alimentos de baixo valor calórico como café, chás e outras bebidas (94) 

Diversos estudos mostraram efeitos benéficos do JI, em modelo animal e 

humanos (95-97), como, redução da pressão sanguínea e frequência cardíaca (98), 

redução da inflamação, proteção contra neuro degeneração melhora da sensibilidade 
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a insulina e homeostase glicêmica e a perda de peso (99-101). Uma explicação para 

a perda de peso através do JI seria que a enzima lipase hormônio-sensível situada 

nos adipócitos, faz a mobilização dos lipídios, e é regulada através da adrenalina e 

noradrenalina e inibida pela insulina. Na falta de insulina, por exemplo no jejum 

prolongado, a lipase hormônio-sensível fica intensamente ativada, e remove 

abundante quantidade de triglicérides dos adipócitos. Estes são lançados no plasma 

na forma de ácidos graxos livres e são captados pelos hepatócitos. No citoplasma dos 

hepatócitos são esterificados com glicerol, originando novamente triglicerídeos, ou 

são clivados em acetil CoA (102).  

Estudos mostram que o JI está relacionado com autofagia (103), um processo 

catabólico celular que dá origem à degradação de componentes da própria célula 

onde ocorre um processo de detoxificação. Este processo pode ser estimulado em 

determinadas situações, como, por exemplo, durante o jejum prolongado (104). A 

autofagia tornou-se uma estratégia promissora a ser usada no combate a doenças 

vinculadas ao envelhecimento como câncer, Alzheimer e Parkinson (105-107).  

O JI também está associada ao aumento das concentrações da adiponectina 

(108). Este hormônio apresenta efeitos na regulação da glicemia e o catabolismo de 

ácidos graxos (109). A adiponectina é primariamente secretada no tecido adiposo. Os 

níveis no plasma são inversamente relacionados com o percentual de gordura 

corporal em adultos, logo indivíduos com baixo percentual de gordura, apresentam 

aumento significativo da concentração deste hormônio no plasma (110). Dentre 

outros, ela apresenta efeitos anti-inflamatórios e antiaterogênico. Alem disso, 

adiponectina atua no cérebro para aumentar o gasto de energia e causar perda de 

peso (111).  

O jejum prolongado resulta em cetogênese, promove potentes alterações nas 

vias metabólicas e processos celulares, como resistência ao estresse, lipólise e 

autofagia, e pode ter aplicações médicas, como no controle de crises convulsivas. e 

melhora da artrite reumatoide (91, 112)  
O JI modifica a neuroquímica cerebral e a atividade da rede neuronal de maneira 

a otimizar a função cerebral e o metabolismo energético periférico. Quatro regiões 

cerebrais que são particularmente importantes nas respostas adaptativas à JI incluem 

o hipocampo (processamento cognitivo), estriado (controle dos movimentos 

corporais), hipotálamo (controle da ingestão 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 órgãos periféricos envolvidos no metabolismo energético. A 

JI melhora a atividade parassimpática (mediada pelo neurotransmissor acetilcolina) 

nos neurônios autonômicos que inervam o intestino, o coração e as artérias, 

resultando em melhor mobilidade do intestino e redução da frequência cardíaca e 

pressão sanguínea. Ao esgotar o glicogênio das células do fígado, o jejum resulta em 

lipólise e na geração de corpos cetônicos, resultando em uma redução na gordura 

corporal. A JI melhora a sensibilidade à insulina das células musculares e hepáticas e 

reduz a produção de IGF-1. Os níveis de estresse oxidativo e inflamação são 

reduzidos em todo o corpo e cérebro em resposta à JI (91, 114), figura 8. 

 

Figura 8. Efeitos do jejum intermitente nos tecidos 

 
Fonte: A Autora, 2020. 

 

Em suma, o JI melhora a sensibilidade à insulina, com efeitos na glicemia, 

adiposidade e DM2 em roedores (115), e humanos (116), além de melhorar a 

homeostase glicêmica (117), perda de peso corporal (118), e aumento da função 

cognitiva (119). Os mecanismos envolvidos no JI estão relacionados a vias de 

sinalização de resposta celular adaptativas, melhorando a saúde 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 é influenciado por fatores ambientais e 

comportamentais (121). O aumento da massa corporal tem sido relacionado ao 

consumo acentuado de lipídios saturados e carboidratos simples. A ingestão de uma 

dieta hiperlipídica leva a vários efeitos deletérios, como o remodelamento do tecido 

adiposo com adipócitos hipertrofiados e o desenvolvimento da DHGNA, RI e 

metabolismo de glicose prejudicado (17, 122) 

Estudos investigam os efeitos da ingestão de frutose, um monossacarídeo 

encontrado em abundância em frutas, bebidas açucaradas, sucos e refrigerantes, e 

também como xarope de milho (1). Dados recentes mostraram que o consumo de 

frutose na população mundial aumentou em 250%, especialmente nos países 

desenvolvidos (123). Isso é importante porque dietas ricas em frutose podem 

rapidamente produzir todas as principais características da síndrome metabólica (124) 

além de estar associado ao DM2, à inflamação sistêmica e à hipertensão arterial, 

independentemente da presença de obesidade. (125, 126).  

As dietas hiperlipídica e rica em frutose têm particularidades na indução de 

alterações no metabolismo, mesmo assim, o JI pode ser uma estratégia a ser utilizada 

em contraste aos efeitos adversos dessas dietas, com benefícios a saúde. Diante do 

exposto, o presente estudo comparou o impacto da intervenção JI em diferentes tipos 

de dieta experimentais. Investigamos o JI nos parâmetros metabólicos e nas 

alterações estruturais hepáticas e pancreática, na inflamação, termogênese e no 

escurecimento no TABs em animais na idade adulta alimentados com uma dieta 

hiperlipídica ou uma dieta rica em frutose.  
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1. OBJETIVOS 
 

 

1.1 Objetivo geral 
 

 

Estudar o efeito do JI no fígado através do metabolismo hepático e alterações 

estruturais hepáticas, no pâncreas na estrutura e função da ilhota pancreática assim 

como na indução de células adiposas bege no tecido adiposo subcutâneo em animais 

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

 

 

1.2 Objetivos Específicos 
 

 

a) Avaliar a evolução da massa corporal e ingestão alimentar; 

b) Avaliar o metabolismo carboidratos (glicose e insulina); 

c) Avaliar as adipocinas (adiponectina e leptina); 

d) Analisar o colesterol total e triacilglicerol hepático e plasmático e 

dosar as enzimas hepáticas (AST e ALT); 

e) Avaliar no fígado o remodelamento e dano hepático, via da 

lipogênese, da beta-oxidação e inflamação através de técnicas 

moleculares western blot e qPCR; 

f) Avaliar no pâncreas o remodelamento pancreático e a função das 

ilhotas pancreáticas através qPCR; 

g) Avaliar no tecido adiposo subcutâneo o gasto energético, inflamação, 

termogênese e escurecimento. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

2.1 Animais e dieta  
 

 

O estudo foi conduzido sob os regulamentos do Comitê de Ética Local de 

Experimentação Animal (protocolo número CEUA/040/2016) respeitando as diretrizes 

para experimentação animal (NIH publicação número 84-23, revisada em 1996). Os 

camundongos foram mantidos sob condições 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 água. 

Três 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 lipídios, 14% Kcal proteínas, 76% Kcal carboidratos, 380 

Kcal/100g), grupo hiperlipídico (HF – high-fat, 40% Kcal lipídios, 14% Kcal proteínas, 

36% Kcal carboidratos, 400 Kcal/100g) e grupo de alta frutose (HFr – high-frutose, 

10% Kcal lipídios, 14% Kcal proteínas, 76% Kcal carboidratos, 40% Kcal de 

carboidratos de frutose, 380Kcal/100g) (dietas foram fabricadas pela PragSoluções, 

Jaú, SP, Brasil, com base nas recomendações da AIN93 para roedores, Tabela 1) 

(127). Após as primeiras oito semanas de indução 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 (n=30) por um 

período adicional de quatro semanas. O protocolo JI alternou 24 horas de alimentação 

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 - Composição e conteúdo energético das dietas 

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

 

 

2.2 Teste oral de tolerância à glicose e a insulina 
 

 

O teste oral de tolerância à glicose (TOTG) e o teste intraperitoneal de tolerância 

à insulina (TITI) foi analisado antes (8ª semana) e após o JI (12ª semana). No TOTG 

os animais foram privados de comida durante 6h (1 a.m. - 7 a.m.), glicose (24% em 

solução 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, 

COMPOSIÇÃO (g/Kg) 
 

Grupos 
C HF HFr 

Caseína (proteína 84%) 140 174 140 

Amido de milho 620,7 348 146,4 

Sacarose 100 100 100 

Frutose - - 474,3 

Óleo de soja 40 40 40 

Banha - 238 - 

Fibra 40 40 40 

Mistura de vitaminas 10 10 10 

Mistura Mineral 34 34 34 

Cisteína 1,8 1,8 1,8 

Colina 2,4 2,4 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 

Proteína (%) 14 14 14 

Lipídio (%) 10 40 10 
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30, 60 e 120 min e a glicemia foi medida (glicosímetro, Accu-Chek, Roche, Alemanha). 

As análises foram baseadas na área 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 avaliação 

do modelo de homeostase para resistência à insulina (HOMA-IR), foi calculada como 

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

 

 

2.3 Massa Corporal, Ganho Ponderal e índice de adiposidade 
 

 

O Massa Corporal (MC) foi medido semanalmente (sexta-feira, 10h). O ganho 

ponderal foi calculado como a diferença entre o MC inicial e final. O índice de 

adiposidade foi calculado dividindo-se as massas de gordura visceral (a soma de 

gordura epididimária, retroperitoneal e subcutânea) pelo MC total e multiplicando o 

resultado por 100. 

 

 

2.4 Ingestão Alimentar e Ingestão Energética  
 

 

A ingestão de alimentos (diferença entre os alimentos fornecidos e a quantidade 

de alimentos deixados na gaiola após 24 horas) foi determinada diariamente (7h). A 

ingestão alimentar cumulativa foi estabelecida incluindo todos os períodos (dias de 

jejum e dias de alimentação). A ingestão de energia foi o produto do consumo 

alimentar pelo conteúdo energético da dieta. 

 
 

2.5 Eutanásia  
 

 

Após o período de intervenção, os animais foram mantidos em jejum durante 6 

h (os animais dos grupos que realizaram JI foram sacrificados durante o período 

alimentado), o tórax foi aberto, o sangue foi coletado por punção cardíaca. O plasma 

foi separado por centrifugação (120 rpm por 20 min) em temperatura ambiente e 
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armazenado a -20°C até a realização das análises. Os órgãos alvos do estudo, fígado, 

pâncreas e tecido adiposo branco (TAB) epididimário, retroperitoneal e subcutâneo, 

foram cuidadosamente dissecados e pesados e serão descritos adiante em sessões 

separadas.  

 

 

2.6 Bioquímica  
 

 

Os valores plasmáticos de colesterol total (CT), triacilglicerol (TAG), aspartato 

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) foram determinados 

utilizando um método colorimétrico cinético de acordo com as instruções do fabricante 

(kits comerciais para espectrofotômetro automático Bioclin System II, Quibasa, Belo 

Horizonte, MG, Brasil) 

 

 

2.7 Insulina, leptina e adiponectina 
 

 

Concentrações de insulina, leptina e adiponectina plasmáticas foram medidas 

em duplicatas usando kits de ensaio imunoenzimático comercialmente disponível 

(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 Fígado 
 
 
2.8.1 Estrutura e Estereologia 

 

Fragmentos aleatórios do fígado foram mantidos em fixador recentemente 

preparado (formaldeído a 4% w/v, tampão fosfato 0,1 M pH 7,2) por 48h, em 
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temperatura ambiente. Depois foi incluído em Paraplast Plus (Sigma-AldrichCo, St. 

Louis, Mo, EUA), seccionados com espessura de cinco micrômetros e corado com 

hematoxilina e eosina ou por imunofluorescência conforme detalhado mais adiante. 

fotomicrografias foram feitas com o microscópio BX41 (Olympus Co, Tóquio, Japão) 

com câmera Infinity 1-4c (LumeneraCo,Ottawa, Canadá). As imagens foram obtidas 

em formato JPEG, 24 bits e resolução de 2492x1944 pixels. Cinco animais por grupo 

compõem a amostra. De cada animal adquiriu-se 10 imagens de forma aleatória, 

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 gotículas de gordura intra-hepatócitos. 

densidade de volume da esteatose no fígado (Vv [esteatose, fígado]) foi avaliada por 

contagem de pontos, conforme descrito (129). 

Resumidamente, um sistema teste composto de pontos foi sobreposto com 

imagens. Vv (esteatose hepática) foi a razão entre os pontos que atingem as goticulas 

de gordura (PP [esteatose hepática]) e os pontos totais do sistema (PT): Vv [esteatose 

hepática] = PP [esteatose hepática] / PT (130). 

 

Figura 9. Sistema teste gerado pelo software Stepanizer, para análise de esteatose 
do fígado 

Fonte: A Autora, 2020. 
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2.8.2 Bioquímica hepática 

 

 

O colesterol e triacilglicerol hepático foram medidos em tecido hepático 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 automático (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 hepático, para a recuperação antigênica foi utilizado o 

tampão citrato (pH 6,0) por 20 min, após foi realizado o bloqueio com cloreto de 

amônio e 2% de glicina, em seguida as lâminas foram incubadas com o anticorpo 

primário anti-PLIN 2 (perilipina 2, CSB-PA920084, CUSABIO, College Park, MD, 

EUA). O anticorpo secundário foi conjugado ao fluoróforo Alexa e as secções 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 extração de proteína foi isolada a partir de tecidos homogeneizados de fígado, 

e as proteínas totais foram avaliadas utilizando a técnica de transferência de Western. 
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Inicialmente, 100 mg de fígado congelados foram homogeneizados em tampão 

contendo inibidores de protease. Os homogenatos foram centrifugados a 40 C, os 

sobrenadantes foram recolhidos, e a proteína total foi determinada utilizando um kit 

de ensaio de proteína BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Quantidades iguais 

de proteína total foram separadas usando eletroforese em gel de poliacrilamida. A 

membrana foi bloqueada por incubação em 4% (peso/volume) de leite desnatado seco 

em solução salina tamponada com Tris (20 mmol/L de Tris/HCl pH 7,4 e 400 mmol/L 

NaCl). Incubou-se durante a noite a 40 C, com os seguintes anticorpos primários: 

a) Lipogênese: proteína de ligação a elementos reguladores de esterol 

(SREBP1) -c (68 kDa; SC367), proteína de ligação a elementos 

responsivos a carboidratos (ChREBP; 93 kDa; SC33764), sintase de 

ácidos graxos (FAS; 270 kDa; SC20140), proliferador de 

peroxissoma receptor ativado (PPAR) γ (67 kDa; SC7273); 

b) β oxidação: PPAR α (44 kDa; SC9000), acil-CoA oxidase (ACOX1; 4 

kDa, SC7476); 

c) Inflamação: interleucina (IL) 1β (17 kDa, SC42012); IL6 (21 kDa, 

ab7737); fator nuclear (NF) kB (64 kDa, SC109); fator de necrose 

tumoral (TNF) α (26 kDa, SC1340). 

As membranas foram também incubadas com anti-beta-actina (anticorpo 

monoclonal; 43 kDa; SC-81178; 1: 1000). Após a incubação, as membranas foram 

lavadas com T-TBS e incubados com anticorpo secundário por 1h à temperatura 

ambiente, com agitação constante. Para a detecção 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 

quimioluminescência foi quantificada utilizando o software ImageJ (versão 1.41, NIH 

imagej.nih.gov/ij, EUA). 

 

 

2.8.4 Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR) 

 

 

O RNA total foi extraído a partir de cerca de 40 mg de tecido do fígado utilizando Trizol 

reagente (Invitrogen, CA, EUA) e o RNAm foi quantificado (GE Healthcare Life 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fatty-acid-oxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxisome-proliferator-activated-receptor-alpha
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-necrosis-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-necrosis-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/messenger-rna
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Sciences, Piscataway, NJ, EUA) com 1 µg de RNA tratado com DNAse I (Invitrogen). 

A síntese da primeira cadeia de cDNA foi realizada utilizando Oligo (dT) iniciadores 

para RNAm e Superscript III da transcriptase reversa (ambos da Invitrogen). O qPCR 

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 

(fígado) e GAPDH (TABs) foram utilizados para normalizar a expressão dos genes 

selecionados.  

 
Figura 10. Primes utilizados no Fígado 

Legenda: ChREBP, proteína de ligação a elementos responsivos a carboidratos; CPT, 
Carnitina palmitoil transferase I; FAT/CD36 translocase de ácidos graxos, FAS, sintase 
de ácidos graxos; IL, interleucina; PGC1, Coativador gama 1-alfa do receptor ativado 
por proliferador de peroxissoma; PLIN, Perelipin; PPAR, proliferador de peroxissoma 
receptor ativado; Mcp, Proteína de quimioatratores de monócitos; SREBP1, proteína 
de ligação a elementos reguladores de esterol; TNF, fator de necrose tumoral. 

Fonte: A Autora, 2020. 
 

As reações de qPCR foram realizadas como se segue: depois de uma pré-

desnaturação a ativação 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 fusão (60-94 C, com taxa de aquecimento de 

0,1°C/s). Os controles negativos consistiram em poços nos quais cDNA foi substituído 

por água deionizada. A razão entre expressão de RNAm relativa (RQ) foi calculado 
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usando a equação 2-ΔΔct -Δct expressos como a diferença entre o número de ciclos 

(CT) do gene alvo endógeno e o de controle endógeno. 

 

 

2.9 Pâncreas 
 

 

Para as análises pancreáticas utilizamos os grupos que receberam dieta controle 

e dieta hiperlipídica e suas contrapartes que realizaram o Jejum Intermitente. O 

pâncreas de cinco animais de cada grupo foi dissecado, pesados e seguiram o 

protocolo de rotina de processamento para o pâncreas; enquanto que para a 

realização do isolamento de ilhotas pancreáticas foram utilizados dez animais (n=10). 

 

 

2.9.1 Estrutura e estereologia 

 
 

O pâncreas foi seccionado inteiramente com 4 µm de espessura. As seções 

foram coradas alternadamente com hematoxilina e eosina (HE) ou incubadas com 

anticorpos (anti-glucagon e anti-insulina) em uma proporção de 10 seções HE para 

uma seção imunocorada com anti-glucagon ou anti-insulina. Imagens digitais foram 

obtidas e campos aleatórios no pâncreas foram estudados por animal (microscópio 

Nikon modelo 80i e câmera digital DS-Ri1, Nikon Instruments, Inc., Nova York, EUA). 

Resumidamente, a densidade de volume das ilhotas (Vv [ilhota, pâncreas]) foi 

estimada por contagem de pontos (a razão entre o número de pontos que atingem 

ilhotas, Pp [ilhota, pâncreas] e os pontos de teste do sistema de teste, PT) (132) Figura 

11. Assim, a massa das ilhotas (M [ilhota, pâncreas]) foi estimada como o produto de 

Vv [ilhota, pâncreas] e massa do pâncreas (medido anteriormente). 
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Figura 11. Sistema teste gerado pelo software Stepanizer, para análise da ilhota 
pancreática 

 

Fonte: A Autora, 2020. 
 

A área seccional das ilhotas foi avaliada como A [ilhota, pâncreas] = Vv [ilhota, 

pâncreas] / 2. QA [ilhota, pâncreas] (QA é a densidade numérica de ilhotas por área 

em uma estrutura de área 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 análise de imagem em seções 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 secundários 

biotinilados e conjugados estreptavidina-peroxidase. As seções foram lavadas em 

PBS, reveladas com diaminobenzidina líquida (DAB, Histostain Plus Kit, Invitrogen, 

CA, EUA) e contrastadas com hematoxilina. A ilhota com coloração imuno-

histoquímica foi descrita (a ferramenta 'região de interesse', ROI) e a imagem obtida 

na janela de deconvolução em cores foi a imagem DAB (área positiva para glucagon 

e área positiva para insulina) (Figura 12) medida em unidades de intensidade, 
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convertido em densidade óptica (%) (ImageJ v. 1.42/FIJI, Http://imagej.nih.gov/ij) 

(134). 

 

Figura 12. Tela de impressão de duas etapas da estimativa da densidade de volume 
das células beta por análise de imagem 

 

Legenda: A-delimitação da área de interesse, B - segmentação da região com 
imunomarcação 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, pâncreas] (130, 135). 
 

 

http://imagej.nih.gov/ij
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2.9.2 Imunohistoquímica e Imunofluorescência das ilhotas 

 

 

Para a técnica de imunohistoquímica, após a desparafinização, a recuperação 

antigênica do pâncreas foi realizada com tampão citrato (60°C, pH 6.0, por 20 minutos) 

a fim de facilitar a localização de proteínas intracelulares. Após isso, a atividade da 

peroxidase endógena foi bloqueada com 0,3% de peróxido de hidrogênio em PBS. A 

seguir, os cortes foram incubados com anticorpos primários: anti-insulina (insulina [H-

86], sc-9168, Santa Cruz) e anti-glucagon (AB 36232, ABCAM ambos foram diluídos 

em 1:100. As reações foram amplificadas pelo amplificador (944D-31), seguido por 

incubação com detector de polímero HRP (944D-32) (HiDef Detecção HRP Polímero 

Sistema, Marque Celular, CA, EUA). Os cortes foram lavados em PBS, reveladas com 

3'3'diaminobenzidine líquida (DAB Substrate Kit, Marque Celular, CA, EUA), e 

contrastadas com hematoxilina. As imagens digitais foram obtidas em um microscópio 

Leica DMRBE (Wetzlar, Alemanha) e câmera digital Lumenera Infinito (Ottawa, ON, 

Canadá).  

 

 

2.9.3 Marcação dupla de células alfa e beta 

 

 

A dupla marcação por imunofluorescência das expressões de insulina e 

glucagon permitiu observar a distribuição das células alfa e beta. As seções foram 

desparafinizadas e a recuperação antigênica utilizou tampão citrato (pH 6,0) por 20 

minutos, bloqueando-o com cloreto de amônio e glicina a 2%. A ligação inespecífica 

dos anticorpos policlonais foi bloqueada por incubação em PBS / BSA a 4% e as 

seções foram incubadas com os anticorpos primários durante a noite a 4 ° C (anti-

glucagon de coelho Ab1846, Abcam Cambridge, MA, EUA, 1:40 e porquinho-da-índia 

anti-insulina Ab7842, Abcam, 1:40). Os anticorpos secundários foram conjugados aos 

Alexa 446 e Alexa 488 (Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA), Após 

lavagem em PBS, todas as lâminas foram montadas com DAPI para visualização dos 

núcleos celulares e slow-fade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) a fim 

de manter a fluorescência. Os controles negativos foram obtidos, omitindo os 
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anticorpos primários. As imagens digitais imunofluorescentes foram adquiridas com o 

microscópio confocal de varredura a laser Nikon (Modelo C2, Nikon Instruments, Inc., 

Nova York, EUA). 

Para imunofluorescência, após a desparafinização, a recuperação antigênica foi 

realizada utilizando um tampão de citrato (60°C, pH 6.0, durante 20 minutos) e 

bloqueio com glicina a 2% em tampão de bloqueio (PBS/4%BSA). Os cortes foram 

simultaneamente incubados com anticorpo anti-insulina (ab7842, ABCAM) e anti-

glucagon (ab36232, ABCAM). Os anticorpos primários foram diluídos a 1:40 em 

tampão de bloqueio (PBS/BSA a 1%) e incubados durante a noite a 4°C. 

Posteriormente, as amostras foram incubadas durante 1 hora à temperatura ambiente 

com anticorpos secundários conjugados com fluorocromo: Alexa-488 (ovelha) para 

glucagon e Alexa - 446 (porquinho da india) para insulina (Invitrogen , Molecular 

Probes , Carlsbad , CA , EUA), ambos diluídos a 1:40 em PBS / BSA a 1%.  

 

 

2.9.4 Isolamento das Ilhotas 

 

 

Em outro grupo de animais, as ilhotas foram isoladas por digestão com 

colagenase (n = 4) (136), que consiste na destruição seletiva do parênquima exócrino 

pancreático. Para tanto, após incisão abdominal, o fígado foi rebatido para expor a 

vesícula biliar. O ducto biliar foi localizado e suas porções cranial (fígado e vesícula 

biliar) e caudal (duodeno) foram amarradas para evitar a saída de solução de 

colagenase. Introduziu-se uma cânula no interior do ducto biliar para que o pâncreas 

pudesse ser inflado através do ducto pancreático com solução 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 três mL, completando-se para um volume final de cinco mL.   

Posteriormente, o pâncreas foi removido, colocado em um tubo Falcon de 14 mL e 

submergido em banho-maria a 37 ºC durante 14 minutos, para permitir a digestão do 

tecido exócrino pela colagenase. Em seguida, o tubo foi agitado vigorosamente 

durante 14 segundos para facilitar a desagregação do tecido pancreático e, 

imediatamente, foi adicionado 10 mL de solução de Hanks resfriada (4 ºC), com 
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objetivo de interromper a digestão pela colagenase. O digerido foi lavado três vezes 

com solução de Hanks resfriada e centrifugado a fim de desprezar o tecido exócrino. 

As ilhotas foram coletadas manualmente em placa de Petri com fundo preto, com 

auxílio de um microscópio estereoscópico com câmera (Luxeo 4D, LABOMED, CA, 

EUA) através da pipeta de Pasteur e imediatamente congeladas em freezer -80°C 

(Figura 13) e destinadas à técnica de Western blot. 
 

Figura 13. Isolamento das ilhotas pancreáticas pelo método da colagenase 

Nota: Foi introduzida uma cânula no interior do ducto colédoco para que o pâncreas pudesse 
ser inflado com solução de Hanks suplementada com BSA. O pâncreas então foi 
removido, colocado em tubo Falcon e incubado para permitir a digestão do tecido 
exócrino, seguida por sucessivas lavagens para a eliminação do tecido digerido. As 
ilhotas pancreáticas, preservadas pela digestão com colagenase, foram então isoladas 
e recolhidas. 

Fonte: Adaptada de Borges, 2015 (137). 
 

 

2.9.5 Western Blotting das Ilhotas Isoladas  

 

 

As ilhotas foram centrifugadas (11.000 rpm a 4 ºC durante 10 minutos), o 

sobrenadante foi recolhido e a concentração de proteína foi determinada utilizando 

um kit de ensaio de proteínas BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). A mesma 

concentração de proteínas (~20 µg) por amostra foram desnaturadas (4 minutos a 100 

ºC), 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 primário (3% BSA) e anticorpo secundário (4% leite em pó desnatado 

Molico®), ambos diluídos em tampão salina com Tris (TBS-T [20 mmol/L de Tris/HCl 

(pH 7,4) e 400 mmol/L de NaCl em temperatura ambiente, durante duas horas para 

evitar ligações inespecíficas.  

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

anticorpos primários: 

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) β-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 pancreática 1, AB3403 

Abcam, 1:400/46kDa); 

f) NFκB (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 secundário 

específico para a origem do anticorpo primário, durante uma hora à temperatura 

ambiente. A expressão das proteínas foi detectada por meio de um sistema de 

detecção de quimiluminescência 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 ImageJ, versão 1.41 (NIH,imagej.nih.gov/ij, EUA). 

Após esta etapa, os anticorpos foram retirados das membranas por solução 

stripping e remarcados com beta-actina (anti-camundongo, SC81178, Santa Cruz 

Biotecnologia, 1:1000), como proteína constitutiva para normalizar os dados obtidos. 
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2.10 Tecido Adiposo Subcutâneo (TBAs) 
 

 

2.10.1 Calorimetria indireta 

 

 

Os animais foram colocados nas gaiolas metabólicas do sistema de módulo de 

calorimetria por 72 h (as primeiras 24 h foram consideradas um período de 

aclimatação e descartados da análise), uma semana antes do sacrifício (Oxylet 

System, Panlab Havard Apparatus, Barcelona, Espanha). Os grupos C e HF tiveram 

livre acesso a alimentos e água, mas os grupos C-IF e HF-IF seguiram o protocolo IF. 

A taxa de troca respiratória foi calculada pela taxa de produção de dióxido de carbono 

e captação de oxigênio medida pelo sistema. O estudo concentrou-se no gasto 

energético (EE) e quociente respiratório (QR) comparando os grupos nos dias de 

alimentação e jejum. 

 

 

2.10.2 Índice de resistência à insulina em jejum 

 

 

O índice de resistência à 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 torácica e a coxa) foram separados para 

microscopia ou congelados em nitrogênio líquido para análise molecular. 
Os TABs foram fixados com formaldeído incorporadas no Paraplast plus (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA), seccionados em série com 4 µm de espessura, as 

seções foram coradas alternadamente com hematoxilina e eosina ou foi realizada 

imuno-histoquímica (ver descrição abaixo ) As imagens das seções HE foram tiradas 
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com o microscópio BX41 e a câmera digital DP71 (Olympus Co., Tóquio, Japão), e a 

densidade do volume de adipócitos multiloculares nos TABs foi estimada pelo método 

de contagem de pontos em seções aleatórias ao longo dos TABs em um quadro 

contendo 49 pontos de teste (a significância do total de pontos contados foi 

determinada previamente usando um nomograma baseado na fórmula de Hally) (130, 

139). 
 

 

2.10.4 Imunofluorescência e microscopia confocal de varredura a laser 

 

 

A recuperação antigênica (tampão de citrato de pH 6,0 por 20 min) foi seguida 

por bloqueio de ligação não específica com cloreto de amônio, glicina a 2% e 

PBS/BSA a 4%. As seções foram incubadas com anticorpos primários 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) secundários anti-cabra ou anti-coelho foram utilizados para 

imunofluorescência. As lâminas foram montadas com SlowFade (Invitrogen, Molecular 

Probes, Carlsbad, CA, EUA) para manter a fluorescência, e os controles negativos 

foram obtidos pela omissão de anticorpos primários. As imagens digitais 

imunofluorescentes foram tiradas no microscópio Nikon Confocal Laser Scanning 

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

 

 

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

 

 

O RNA total da amostra de TABs foi extraído 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 μg de RNA, tratado com DNase I (Invitrogen). A 

síntese do cDNA da primeira fita foi realizada utilizando um primer oligo (dT) para 
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o mRNA e a Transcriptase Reversa Superscript III (Invitrogen, Molecular Probes, 

Carlsbad, CA, EUA). O qPCR foi realizado com o StepOne plus Cycler e SYBR 

(Invitrogen). A expressão de cada gene alvo foi normalizada usando GAPDH. As 

intensidades de expressão 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 proporção da expressão relativa de mRNA foi calculada usando 2−ΔΔCT − ΔCT 

como a diferença entre o número de ciclos (CT) do gene alvo e o controle endógeno 

(140).  

 
Figura 14. Primers utilizados no TABs. 

 
Legenda: β3ar, adrenorreceptor beta3; Cidea, ativador de morte celular a; Il, interleucina; Mcp, 

Proteína de quimioatratores de monócitos; Pcna, antígeno nuclear de célula em 
proliferação; Tnf, fator de necrose tumoral; Ucp, proteína de desacoplamento; Vegf, 
fator de crescimento endotelial vascular. 

Fonte: A autora, 2020. 
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2.11 Análise estatística 
 

 

Os dados foram as médias e desvios-padrão (DP) e foram analisados com a análise 

de variância de Brown-Forsythe e Welch (ANOVA, que não assume DP igual entre os 

grupos) e com o teste de comparações múltiplas de Dunnett T3 (recomendado para 

amostras pequenas) (141). O efeito da dieta e do JI e a interação entre esses dois 

fatores foram analisados com o teste ANOVA de duas vias e o teste de comparações 

múltiplas de Holm-Sidak. 

Nas primeiras oito semanas, tendo apenas dois grupos (C e HF), as diferenças entre 

os grupos foram analisadas pelo teste t de Student com correção de Welch. Depois 

disso, as diferenças entre os grupos foram testadas pela análise de variância de 

Brown-Forsythe e Welch já mencionados. Além disso, o efeito da dieta e do JI, e a 

interação entre esses fatores, foram testados com o teste ANOVA de dois fatores. O 

valor de P<0,05 foi consistente com um nível estatisticamente significativo (GraphPad 

Prism v. 8.3 para Windows, San Diego, CA, EUA).
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3. RESULTADOS  
 

 

3.1 FÍGADO 
 

 

A variação percentual nos dados foi calculada como a razão entre a variação do 

grupo que queremos conhecer (por exemplo, grupo HF) em relação 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 índice de adiposidade, mas não a ingestão de 

alimentos 

 

 

MC não foi diferente entre os grupos quando o estudo começou. 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 comparação com o grupo 

C e 32% no grupo HFr em comparação com o controle (Tabela 2). 

O índice 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). 

Não houve diferença na ingestão alimentar nos dias que os animais foram 

alimentados. A ingestão cumulativa de alimentos diminuiu nos camundongos que 

fizeram JI em comparação com os seus homólogos: 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, não houve diferenças entre 

os grupos que realizaram JI (Tabela 2). 

 

Figura 15. Evolução da massa corporal 
 

 
Legenda: Controle (C), Hiperlipídica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI). 
Nota: Significância estatística * P <0,05, ** P <0,001 e *** P <0,0001. 
Fonte: A autora, 2020. 

 

 

3.1.2 JI diminui a intolerância à glicose devido à dieta 

 

 

Tanto o grupo HF como o grupo HFr mostraram intolerância à glicose antes do 

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

da tolerância à glicose nos grupos JI quando comparando a seus homólogos: 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 área sob a curva) 
 

Legenda: (A) Antes do jejum intermitente. (B) Após jejum intermitente. Grupos: Controle (C), 
Hiperlipídica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI). 

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

Fonte: A autora, 2020. 
 
 

3.1.3 JI afeta as concentrações plasmáticas de CT, TAG, insulina, adiponectina e 

leptina 

 

 

Os níveis 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 comparação com C-JI, os 

níveis de CT foram mais elevados no grupo HFr-JI (+31%), mas não no grupo HF-JI 

(Tabela 2). 

Os níveis de TAG foram aumentados tanto no grupo HF quanto no grupo HFr 

em comparação com C (HF, +43%; HFr, +63%), mas os grupos JI apresentaram níveis 

de TAG menores que seus homólogos: HF-JI vs. HF (-22%); HFr-JI vs. HFr (-17%). 

Os níveis de TAG permaneceram elevados no grupo HFr-JI em comparação com C-

JI (+33%) (Tabela 2). 

Os níveis de insulina foram maiores nos grupos HF e HFr em comparação com 

C (+34% para ambos os grupos). Níveis mais baixos de insulina foram observados 

nos grupos JI comparados aos seus homólogos: HF-JI vs. HF (-27%); HFr-JI vs. HFr 

(-31%) (Tabela 2). 
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Os grupos HF e HFr mostraram níveis mais baixos de adiponectina em 

comparação com o grupo C (HF, −46%; HFr, -48%). O JI melhorou os níveis de 

adiponectina no grupo HFr-JI vs. HFr (+71%), mas não no grupo HF-JI. Além disso, 

tanto o grupo HF-JI quanto o grupo HFr-JI apresentaram níveis mais baixos de 

adiponectina que o grupo C-JI (HF-JI, -44%; HFr-JI, -29%) (Tabela 2). 

Os níveis de leptina foram elevados nos grupos HF e HFr em comparação com 

o grupo C (HF, +141%; HFr, +34%). Entretanto, os níveis de leptina diminuíram no 

grupo HF-JI vs. HF (-29%) (Tabela 2). 

 

 

3.1.4 JI diminui o HOMA-IR atenuando a resistência à insulina 

 

 

O HOMA-IR foi maior no grupo HF (+ 81%) e no grupo HFr (+ 91%) em 

comparação com C. O grupo HF-JI apresentou um menor HOMA-IR que o grupo HF 

(31%), e o grupo HFr-JI apresentou HOMA-IR menor que o grupo HFr (38%; Tabela 

2). 
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Tabela 2 - Comportamento alimentar e bioquímico 

Pré JI C  HF  HFr  
8ª semana       
Glicose jejum (mmol/L) 4,3±0,4  6,3±0,4‡  7,0±0,6‡†  
Massa corporal (g) 24,9±1,7  29,1±2,3‡  24,0±1,6†  
Pós JI C C-JI HF HF-JI HFr HFr-JI 
12ª semana       
Adiponectina (106 pg/mL) 11,7±2,6 11,7±2,3 4,1±0,4‡ 6,4±0,8# 4,9±0,9‡ 8,4±1,0§# 
ALT (U/L) 42,2±6,7 36,0±10,1 114,4±16,8‡ 78,4±6,8†# 80,0±11,1‡† 46,4±10,1§‡#* 
AST (U/L) 67,6±8,2 69,6±4,4 130,2±16,6‡ 94,8±9,3† 134,4±27,9‡ 106,8±14,8# 
CT hepático [(mg/dL)/g] 0,8±0,04 0,8±0,04 1,0±0,09‡ 0,9±0,04 1,2±0,13‡† 0,9±0,06§ 
CT Plasma (mg/dL) 118,9±14,0 112,8±13,4 146,0±18,6‡ 124,6±11,8† 183,9±20,2‡† 147,4±12,6§# 
Glicose jejum (mmol/L) 4,4±0,2 4,4±0,2 7,3±0,4‡ 7,0±0,4# 7,7±0,3‡ 6,8±0,8# 
HOMA-IR 2,04 ± 0,3 2,00 ± 0,3 3,71 ± 0,3‡ 2,49 ± 0,6† 3,92 ± 0,1‡ 2,41 ± 0,7§ 
Índice de Adiposidade 2,69 ± 0,4 1,98 ± 0,1‡ 4,43 ± 0,8‡ 2,92 ± 0,4† 2,81 ± 0,6 1,44 ± 0,6§† 
Ingestão Alimentar (g/c/jejum) 2,3 ± 0,1  2,2 ± 0,2  2,3 ± 0,06  
Ingestão Alimentar 
(g/c/alimentado) 

2,3 ± 0,1 2,3 ± 0,2 2,2 ± 0,2 2,1 ± 0,1 2,3 ± 0,06 2,3 ± 0,2 

Ingestão Alimentar cumulativa 
(g/c/mês) 

69,4 ± 4,6 34 ± 3,43 ‡ 64,0 ± 8 30,7 ± 6,8 † 70,4 ± 1,3 30,8 ± 4,7 § 

Insulina (IU/L) 8,4±1,2 8,2±1,2 11,4±0,3‡ 8,4±1,8† 11,4±0,3‡ 7,9±2,1§ 
Leptina (102 pg/mL) 14,0±2,2 14,3±3,2 36,1±4,2‡ 24,7±2,4†# 20,2±2,4† 19,4±4,2 
Massa corporal (g) 24,8±2,2 22,8±2,0‡ 29,6±2,6‡ 26,4±2,0† 24,4±1,6† 21,4±2,3§* 
Massa do fígado (g) 1,0±0,02 0,8±0,14 1,3±0,10‡ 1,1±0,17 1,3±0,21‡ 1,1±0,07 
TAG hepático [(mg/dL)/g] 1,6±0,14 1,4±0,3 2,4±0,28‡ 1,8±0,13† 2,2±0,37‡ 1,6±0,14§ 
TG Plasma (mg/dL) 63,6±12,3 64,4±9,3 91,0±8,1‡ 71,2±6,9† 103,6±3,4‡ 84,8±6,7§# 

Legenda:† ≠ controle. ‡ ≠ grupo pareado sem JI. Controle (C), Hiperlipídica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI). 
Nota: Dados apresentados como media ± DP. Significância estatística (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 JI reduz a esteatose hepática e os marcadores de lesão hepática 

 

 

A massa hepática foi maior nos grupos HF e HFr em comparação com o grupo 

C (27% maior em ambos os grupos). O JI não reduziu a massa hepática (Tabela 2). 

Os níveis de CT hepáticos foram aumentados nos grupos HF e HFr do que no grupo 

C (HF, +17%; HFr, +40%) e houve diminuição no grupo HFr-JI vs. HFr (-24%). O TAG 

hepático foi maior nos grupos HF e HFr em comparação com grupo C (HF, +46%; HFr, 

+36%). O JI levou a uma redução dos níveis 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 

diminuídos em suas contrapartes JI (Tabela 2). A esteatose hepática foi pronunciada 

nos grupos HF e HFr em comparação com o grupo C (HF, +468%; HFr, +416%). O JI 

levou a uma redução 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 hepática 

Legenda: (A) Vv (esteatose, fígado) e (B) Fotomicrografias do tecido hepático. Grupos: 
Controle (C), Hiperlipídica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI). 

Nota: Os dados são expressos como media e DP (n=5/grupo). Significância estatística * 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 formação de gotículas lipídicas no fígado 

 
 

O PLIN2 é a proteína que envolve a gotícula lipídica juntamente com os 

fosfolipídios e está envolvida na assistência ao armazenamento de lipídios neutros 

nas gotículas lipídicas. Tanto o grupo HF (+386%) quanto o grupo HFr (+461%) 

apresentaram maior PLIN2 em relação ao grupo C, e o JI reduziu o PLIN2 (HF-JI, -

62%; HFr-JI, -40%) em comparação com suas contrapartes. No entanto, a expressão 

da proteína PLIN2 no grupo HFr-JI foi ainda maior do que no grupo C-JI (+134%) 

(Figura 18A). A imunofluorescência hepática de PLIN2 concordou com nosso achado. 

A marcação verde intensa indicou a presença de PLIN2 na membrana da superfície 

das gotículas lipídicas, especialmente nos grupos HF e HFr, enquanto os grupos que 

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

 

Figura 18. Expressão da perilipina 2 (PLIN 2) e microscopia confocal no fígado 

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

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

Fonte: A autora, 2020. 
 

 

3.1.7 JI reduz com eficiência a lipogênese no fígado 
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A expressão da proteína SREBP1c foi maior nos grupos HF (+80%) e HFr 

(+104%) em comparação com o grupo C. O JI atenuou SREBP1c nos grupos HF-JI (-

30%) e HFr-JI (-24%) em comparação 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 expressões 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 redução desses parâmetros nos grupos HF-JI e HFr-JI em 

comparação com suas contrapartes (Figura 19D, F e 20C). As expressões gênicas de 

SREBP1c, ChREBP1, FAS e PPARgama corroboraram com a expressão proteica 

(Figura 19A, C, E e 20A). Além disso, a expressão do gene CD36 foi maior nos grupos 

HF e HFr em comparação com o grupo C, e o JI diminuiu esses parâmetros nos grupos 

HF-JI e HFr-JI em comparação com suas contrapartes (Figura 20A). 

Estudamos nove marcadores de lipogênese hepática e todos foram afetados 

pela dieta e FI como fatores independentes. Somente a expressão proteica do PPAR 

g não mostrou efeito da interação entre dieta e JI (Tabela 3). 

 
Figura 19. Vias de lipogênese no fígado. 

Legenda: (A) expressão de RNAm e (B) expressão proteica da proteína de ligação ao 
elemento regulador de esterol 1c; (C) expressão de RNAm e (D) expressão proteica da 
proteína de ligação ao elemento responsivo a carboidratos; (E) expressão de RNAm e 
(F) expressão de proteínas da ácidos graxos sintase. Grupos: Controle (C), 
Hiperlipídica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI). 

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

Fonte: A autora, 2020. 
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3.1.8 JI é relevante para melhorar a β-oxidação hepática 

 

 

Com os marcadores de β-oxidação no fígado (gene e proteína), os resultados 

foram alguns diferentes dos observados na lipogênese. A β-oxidação diminuiu nos 

grupos HF e HFr em comparação com C, mas aqui o IF foi benéfico apenas para o 

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

Todos os cinco marcadores de β-oxidação hepática foram afetados pela dieta ou JI 

como um fator independente, exceto o PPARα (expressão proteica), que não foi 

afetado pelo JI. Dieta e JI não interagiram com os resultados de ACOX e PPARα (gene 

e proteína; Tabela 3). 

 

Figura 20. Lipogênese e vias de β-oxidação no fígado. 

Legenda: A) expressões de RNAm do cluster de diferenciação (Cd) 36; (B) expressão de 
RNAm e (C) expressão de proteína do receptor gama ativado por proliferador de 
peroxissomo); (D) expressão proteica da acil-coenzima A oxidase (ACOX) 1; (E) a 
expressão de RNAm de palmitoil carnitina transferase (Cpt) 1 alfa; (F) expressão do 
RNAm do co-ativador do receptor g ativado por proliferador de peroxissomo (Pgc). 
Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum intermitente (JI). 

Nota: Os dados são expressos como media e DP (n=5/grupo). Significância estatística * 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 diminuição da inflamação no fígado 

 

 

Constatou-se que os grupos HF e HFr tinham marcadores inflamatórios (gene e 

proteína) mais altos que C (Figuras 21C, F, 22A C), e IF reduziu a inflamação nos 

grupos HF e HFr, exceto TNF-a, que foi reduzido pelo JI apenas no grupo HFr (Figuras 

22A, B).  

Todos os sete marcadores de inflamação hepática foram afetados pela dieta ou 

pela JI como fator independente, o que também mostrou interação nos resultados 

observados (Tabela 3).  
 
Figura 21. Beta-oxidação e marcadores inflamatórios no fígado. 

Legenda: (A) expressão do mRNA e (B) expressão proteica do receptor ativado por 
proliferador de peroxissomo (PPAR) alfa; (C) expressão de mRNA e (D) expressão de 
proteína da interleucina 1 beta; (E) expressão do mRNA e (F) expressão da proteína 
da interleucina 6. Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF), rica em frutose (HFr) e jejum 
intermitente (JI). 

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

Fonte: A autora, 2020. 
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Figura. 22. Vias de inflamação no fígado e bandas representativas de Western blot. 

Legenda: A) expressão de RNAm e (B) expressão proteica do fator de necrose tumoral (TNF) 
α; (C) expressão proteica do fator nuclear kappa (NF) kB; (D) imunotransferência 
representativa com bandas. Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF), rica em frutose 
(HFr) e jejum intermitente (JI). 

Nota: Os dados são expressos como media e DP (n=5/grupo). Significância estatística * 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 não foi afetado pelo JI). No entanto, nem sempre houve interação entre dieta 

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

Dados 
% do teste de variação e significância 
Efeito dieta Efeito JI Dieta x JI 
%  P % P % P 

Massa corporal 37,43 0,0001 27,63 0,0002 0,3899 Ns 
TOTG 44,14 <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 hepática 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 hepático 33,34 <0,0001 33,34 <0,0001 18,43 0,0014 
TG hepático 38,84 <0,0001 31,64 <0,0001 4,1 ns 
Western blots 
SREBP1-c 44,13 <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 
IL1β 62,44 <0,0001 14,99 <0,0001 9,468 0,0014 
IL6 40,14 <0,0001 17 0,0004 7,641 0,0416 
TNFα 43,17 <0,0001 21,78 <0,0001 12,64 0,0046 
NFκB 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 
CPT1α 43,87 <0,0001 9,107 0,0084 10,44 0,0179 
PGC1α 83 <0,0001 4,068 0,0003 4,124 0,0012 
IL1β 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 
TNFα 46,76 <0,0001 14,49 <0,0001 13,84 0,0004 

Legenda: ChREBP, proteína de ligação a elementos responsivos a carboidratos; CPT, 
Carnitina palmitoil transferase I; FAT/CD36 translocase de ácidos graxos, FAS, 
sintase de ácidos graxos; IL, interleucina; JI, jejum intermitente; ns, não significativo; 
PGC1, Coativador gama 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma; 
PLIN, Perelipin; PPAR, proliferador de peroxissoma receptor ativado; Mcp, Proteína 
de quimioatratores de monócitos; SREBP1, proteína de ligação a elementos 
reguladores de esterol; TNF, fator de necrose tumoral. 

Fonte: A autora, 2020.  
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3.2 PÂNCREAS 
 

 

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

alterar a ingestão de alimentos no dia da refeição 

 

 

No início do experimento os animais não apresentavam diferença 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 ingestão de alimentos nos dias de alimentação (nos dias que se alternaram 

com os dias de JI quando os animais foram alimentados livremente) não indicaram 

diferença entre os grupos (Fig. 23C). 

 

 

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

 

 

As concentrações plasmáticas de insulina (Fig. 23D) e leptina (Fig. 23E) 

repetiram o mesmo resultado, um aumento no grupo HF em comparação ao grupo C 

e uma redução no grupo HF-JI em comparação 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 concentração 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, ingestão de alimentos e bioquímica do plasma 

Legenda: (A) massa corporal final; (B) ganho de massa corporal; (C) ingestão de alimentos 
no dia alimentado; (D) insulina plasmática; (E) leptina plasmática; (F) adiponectina 
plasmática. Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

Nota: Os dados são expressos como media e DP (n=5/grupo). Significância estatística * 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 tolerância à glicose, 

TOTG e teste intraperitoneal de tolerância à insulina, TITI - primeiro as curvas de 

evolução da glicose no sangue, seguidas da análise da área sob a curva, ASC em 

mmol / L / min, e a análise estatística). A Figura 24 mostra os achados após oito 

semanas de intervenção alimentar. A Figura 25 mostra os resultados após 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 

que confirma que os animais com HF apresentaram intolerância à glicose/ resistência 

à insulina. Após quatro semanas de JI, a análise ASC da glicose no sangue mostrou 

que o JI não teve ação 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 análise. O HOMA-IR 

não mostrou diferença 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 não mostrados). 
 
Figura 24. Testes de glicose e insulina após oito semanas de dieta 

Legenda: (A) curva de evolução do teste oral de tolerância à glicose (glicemia, mmol / L); (B) 
área sob a curva (mmol / L / min); (C) curva de evolução do teste intraperitoneal de 
tolerância à insulina (glicose no sangue, mmol / L); (D) Área sob as curvas (mmol / L / 
min). Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

Nota: Os dados são expressos como media e DP (n=5/grupo). Significância estatística * 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 após quatro semanas de jejum intermitente 

 

Legenda: (A) curva de evolução do teste oral de tolerância à glicose (glicemia, mmol / L); (B) 
área sob a curva (mmol / L / min); (C) curva de evolução do teste intraperitoneal de 
tolerância à insulina (glicose no sangue, mmol / L); (D) Área sob a curva (mmol / L / 
min). Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

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

Fonte: A autora, 2020. 
 

 

3.2.4 Jejum intermitente melhora a remodelação de ilhotas em camundongos OID 

 

 

A massa do pâncreas foi maior no grupo com HF em comparação ao grupo C 

(+40%), e o JI reduziu em 33% no grupo com HF-JI em comparação 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 comparação ao 

grupo HF (Fig. 26B). A massa das ilhotas representou 2% de todo o pâncreas no grupo 

C, 3% no grupo C-JI, 9% no grupo HF e 4% no grupo HF-JI. A área 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 comparação e 

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

reduziu a massa de células das ilhotas no grupo HF-JI em comparação 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 marcação de 

imunofluorescência para glucagon (célula alfa em verde) e insulina (célula beta em 

vermelho) observadas no microscópio confocal de varredura a laser.  

 

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

células alfa e beta 

Legenda: (A) Massa do Pâncreas, (B) massa da ilhota, (C) área transversal das ilhotas; (D) 
massa de células alfa; (E) massa de células beta e (F) Imunofluorescência para 
distribuição das células das ilhotas. Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum 
intermitente (JI). 

Nota: Dupla marcação para glucagon, célula alfa em verde e insulina, célula beta em 
vermelho; mesma ampliação para todas as figuras. A identificação dos grupos é 
indicada no canto superior esquerdo. Os dados são expressos como media e DP 
(n=5/grupo). Significância estatística * 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 pancreática e duodenal 1) é um fator de transcrição de 

homeobox necessário para o desenvolvimento embrionário do pâncreas e um ativador 

transcricional de vários genes, incluindo insulina, somatostatina, glucocinase, 

polipeptídeo amilóide da ilhota e transportador de glicose tipo 2. Em nosso estudo, O 

PDX1 foi diminuído no grupo com HF comparado ao grupo C, e o JI não o alterou (Fig. 

27A). 

A serina/treonina quinase (AKT) tem um papel crítico na regulação de diversas 

funções celulares, incluindo metabolismo, crescimento, proliferação, sobrevivência, 

transcrição e síntese de proteínas. Em nosso estudo, a relação p-AKT / AKT diminui 

devido à dieta com IC e o JI aumentou a relação p-AKT / AKT comparando HF-JI 

versus IC. No entanto, a relação p-AKT / AKT permaneceu mais baixa no grupo HF-

JI em comparação com o grupo C-JI (Fig. 27B). 

O p53 (um gene supressor de tumor que codifica uma fosfoproteína nuclear) 

desempenha um papel no controle do ciclo celular, reparo do DNA e indução de 

apoptose. Nosso estudo demonstrou que o p53 aumentou no grupo HF em 

comparação ao grupo C, e o JI diminuiu o p43 no grupo HF-JI em comparação ao 

grupo HF (Fig. 27C). 

A IL6 é um mediador solúvel com efeito pleiotrópico na inflamação, 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 transcrição envolvido no controle da expressão de vários 

genes ligados à resposta inflamatória. Nosso estudo não mostrou nenhuma mudança 

significativa na NFkB (Fig. 27E). 
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Figura 27. Expressões de proteínas das ilhotas 

Legenda: (A) homeobox pancreática duodenal 1 (PDX1); (B) proteína cinase B fosforilada 
(pAkt) / Akt; (C) supressor de tumor 43 (p43); (D) interleucina-6 (IL6); (E) fator nuclear 
kappa B (NFkB). Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

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

Fonte: A autora, 2020 
 

 

3.2.6 Efeitos únicos 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 interação entre dieta e JI). A dieta foi significativa em todas as análises de 

bioquímica plasmática, massa e pâncreas e expressões proteicas. A JI não foi 

substancial para adiponectina, área de ilhota e PDX1. Houve uma interação entre 

dieta e JI para inúmeras análises, mas não houve interação entre dieta e JI para 

insulina, massa corporal, área 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 pancreática. 
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Tabela 4 - Two-way ANOVA testando os efeitos da dieta, jejum intermitente (JI) e a 
interação entre dieta e JI 

Dados 
Teste de porcentagem de variação e significância 
Efeito da dieta  Efeito JI  Dieta vs. JI 
% P-valor % P-valor % P-valor 

Bioquímica Plasmática        

Adiponectina 81.79 <0.0001 2.73 ns 3.26 0.0243 

HOMA-IR 71.49 <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 Pâncreas        

Massa de célula alfa 43.24 <0.0001 21.94 <0.0001 24.20 <0.0001 

Massa de célula beta  42.62 <0.0001 22.26 <0.0001 26.14 <0.0001 

Massa corporal  30.94 0.0003 44.24 <0.0001 0.76 ns 

Área 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 pâncreas 21.11 0.0044 34.43 0.0006 12.64 0.0209 

Expressão 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 resistência à insulina; IL, interleucina; JI, jejum 

intermitente; ns, não significativo; P43, supressor de tumor 43; p-AKT/AKT, proteína 
cinase B fosforilada; PDX1, homeobox pancreática duodenal 1. 

Fonte: A autora, 2020.  
 

 

3.3 TABS 
 

 

3.3.1 Jejum intermitente, alteração da massa corporal e escurecimento no TABs 

 
 

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

experimento sem diferença no MC. Após oito semanas em sua dieta específica, o 

grupo HF apresentou um MC 14% maior que o grupo C (P = 0,004). Após 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 diferença comparando HF-IF e C-

JI (+ 14%, P = 0,02). Embora não exista diferença na ingestão de alimentos entre os 

grupos em dias de jejum e dias de alimentação, a ingestão de energia foi maior no 

grupo HF (+ 28%, P = 0,01) e HF-JI (+ 31%, P = 0,006) do que seus pares. A JI 

aumentou o escurecimento nas TABs (figura 28) em + 3740% em C-JI 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, ingestão de alimentos, ingestão de energia e 
escurecimento no tecido adiposo subcutâneo (TABs) 
Dados C  HF  
Antes de 'JI'     
Massa corporal (g, 1ª semana) 20,40±0,32  19,64±0,23  
Massa corporal (g, 8ª semana) 24,74±0,44  29,3±1,48†  
 C C-JI HF HF-JI 
Após 'JI' (12ª semana)     
Massa corporal (g) 26,36±0,91 22,84±1,30† 30,69±1,62† 26,09±1,24‡ 
Consumo de energia (kJ) 14480±4604 14420±4810 19860±8600† 20400±8144§ 
Ingestão de alimentos (g/c / 
jejum) 

2,3±0,1 - 2,3±0,2 - 

Ingestão 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 42,8±8,4† 0,3±0,2 22,6±7,8‡§ 

Legenda: Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 
Nota: Os dados são expressos como media e DP. Significância estatística quando comparado 

ao grupo C (†), comparado ao grupo HF (‡) 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), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 
Nota: Nos campos representativos das TABs, os adipócitos são maiores no grupo HF do que 

no grupo C, e no grupo JI observamos adipócitos multiloculares nos dois grupos C-JI e 
HF-JI (setas abertas) (mesma ampliação para todas as imagens). Os dados são 
expressos como media e DP (n=5/grupo). Significância estatística * P <0,05, ** P 
<0,001 e *** P <0,0001. 

Fonte: A autora, 2020 
 

 

3.3.2 Termogênese modificada pelo jejum intermitente em animais 

 

 

Esta análise considerou os animais separadamente nos dias de alimentação e 

jejum. A Figura 29 ilustra a análise 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 contrário, nos dias de jejum, a JI diminuiu 

EE (–18%) e RQ (–12%) no grupo C-JI em comparação com o grupo C. Apenas EE 

foi reduzida (–24%) no grupo HF-JI em comparação com o grupo HF (figuras. 29C-D). 
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Figura 29. Calorimetria indireta: gasto energético e quociente respiratório 

 
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 respiratório (RQ). Grupos: 
Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

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

Fonte: A autora, 2020. 
 

 

3.3.3 Adipocinas e insulina são alteradas pelo jejum intermitente 

 

 

A Figura 30 resume como a JI modifica os níveis plasmáticos de insulina, 

adiponectina, leptina e índice de resistência à insulina em jejum (FIRi). Os níveis 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 não alterou 

os níveis 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 níveis de 

insulina continuaram mais altos no grupo HF-JI em comparação 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 comparação com o grupo HF (Fig. 30D). 
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Figura 30. Níveis plasmáticos de adipocinas, insulina e índice de resistência à insulina 

em jejum 

Legenda: (A) insulina; (B) adiponectina; (C) leptina; (D) FIRi (índice de resistência à insulina 
em jejum). Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

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

Fonte: A autora, 2020. 
 

 

3.3.4 Imunofluorescência 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 às endoproteases ligadas à inflamação e apoptose. A 

fluorescência da Caspase 3 é observada no grupo HF, mas não no grupo HF-JI ou 

nos outros grupos. O PCNA é considerado um marcador da proliferação celular e foi 

fluorescente nos grupos C-JI e HF-JI. A UCP1 desempenha um papel no equilíbrio 

metabólico e energético e na regulação, termogênese induzida por dieta e frio, os 

mecanismos associados à patogênese da obesidade (UCP1 é uma proteína 

transmembranar encontrada nas mitocôndrias do tecido adiposo marrom). A 

fluorescência da UCP1 foi aumentada nos grupos JI. 
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Figura 31. Imunofluorescência em TABs

 
Legenda: antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e Tecido Adiposo Branco 

subcutâneo (TABs). Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 
Nota: Microscopia confocal de varredura a laser, mesma ampliação para todas as imagens. 

Visualizamos a coloração 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 detectável nos grupos JI (setas abertas). 

Fonte: A autora, 2020 
 

 

3.3.5 O jejum intermitente altera a expressão gênica de adipocinas, receptor 

adrenérgico β3 e Ucp1 em TABs 

 

 

Como o que vimos no plasma, a JI pode reduzir a expressão do gene da leptina 

(–64%) e aumentar a adiponectina (+ 1970%) no grupo HF-JI em comparação ao 

grupo HF. (Figura 32A-B). O β3ar 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 expressão de β3ar (+ 80% no 
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grupo C-JI em comparação com o grupo C; + 300% no grupo HF-JI em comparação 

com o grupo HF) (Fig. 32C). A expressão 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 comparação com o grupo C; + 380% 

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

 

Figura 32. Expressões de genes de adipocinas e marcadores termogênicos em TABs 

Legenda: A) Adiponectina; (B) leptina; (C) β3-ar; (D) Ucp 1. Receptor adrenérgico β3 (β3-ar, 
Tecido Adiposo Branco subcutâneo (TABs) e proteína desacopladora (Ucp1). Grupos: 
Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

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

Fonte: A autora, 2020. 
 

 

3.3.6 O jejum intermitente reduz a inflamação nos TABs 

 

 

A Figura 33 é notória por mostrar como JI reduziu a expressão gênica de 

marcadores inflamatórios em TABs (todos esses marcadores foram aumentados no 

grupo HF em comparação ao grupo C). Comparando o grupo HF-IF com o grupo HF, 
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Mcp1 diminuiu -64% (Fig. 33A), Il1 diminuiu -40% (Fig. 33B), Il6 reduziu -84% (Fig. 

31C) e Tnf α reduziu -74 % (Fig. 33D). 

 

Figura 33. Expressões gênicas de marcadores inflamatórios (RNAm) em TABs 

Legenda: (A) Mcp1; (B) ll1; (C) Il6; (D)Tnf alfa. Interleucina (Il); Proteína quimioatrativa de 
monócitos (Mcp); Tecido Adiposo Branco subcutâneo (TABs) e fator de necrose 
tumoral (Tnf). Grupos: Controle (C), Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

Nota: Os dados são expressos como media e DP (n=5/grupo). Significância estatística * 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 proliferação celular nos TABs 

 

 

A Figura 32 contém a análise de marcadores de apoptose (Caspase 3 e Cidea) 

e proliferação celular (Pcna e Vegf) em TABs. Caspase 3 (Fig. 34A) e Pcna (Fig. 34B) 

agem de maneira oposta, e a JI reduziu a Caspase 3 (–40% no grupo HF-JI em 

comparação 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 o aumento da permeabilidade 

vascular (angiogênese, vasculogênese e crescimento celular endotelial), essencial 

para promover a proliferação celular e o processo de cicatrização. O Cidea é 

normalmente reduzido em animais obesos (–44% no grupo HF em comparação ao 

grupo C), mas a JI aumentou o Cidea (+ 44% no grupo HF-JI em comparação com o 

grupo HF) (Fig. 34C). Vegf foi melhorado por JI (Fig. 34D). A expressão 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-apoptóticos e de proliferação celular (RNAm) em TABs  

Legenda: (A) Caspase 3; (B) Pcna; (C) Cidea; (D) Vegf, Indutor de morte celular (Cidea); 
antígeno nuclear de célula em proliferação (Pcna); Tecido Adiposo Branco subcutâneo 
(TABs) e Vegf, fator de crescimento endotelial vascular. Grupos: Controle (C), 
Hiperlipídica (HF) e jejum intermitente (JI). 

Nota: Os dados são expressos como media e DP (n=5/grupo). Significância estatística * 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 interação entre dieta e JI 

 

 

A Tabela 6 detalha como a dieta e o jejum intermitente afetaram os resultados, 

bem como a interação desses dois fatores. A Tabela 8 é dividida em três segmentos 

(biometria e medidas plasmáticas; calorimetria indireta e expressões gênicas ou 

qPCR). 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 não 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 último segmento da Tabela 8 mostrou uma análise de 12 marcadores: 

a dieta foi essencial para 11 marcadores (92%) e a JI afetou todos os marcadores 

(100%). No entanto, dieta e JI 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 interação entre dieta e JI (ns, não significativo). 

Legenda: β3ar, receptor adrenérgico β3; Cidea, efetora do tipo DFFA indutor de morte celular; 
EE, gasto de energia; Il, interleucina; Mcp, proteína quimioatrativa de monócitos; Pcna, 
antígeno nuclear de célula em proliferação; RQ, quociente respiratório; sWAT, tecido 
adiposo branco subcutâneo; Tnf, fator de necrose tumoral; Ucp, proteína 
desacopladora; Vegf, fator de crescimento endotelial vascular. 

 
 

 

 

  

Dados 
% do teste de variação e significância 

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 39,4 <0,0001 44,2 <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 73,4 <0,0001 0,3 ns 

RQ dia de jejum 47,4 <0,0001 17,7 0,0004 19,9 0,0003 

RQ dia alimentado 46,6 <0,0001 38,4 <0,0001 1,4 0,03 

qPCR 
Adiponectina 37,3 <0,0001 39,9 <0,0001 9,7 0,003 

β3ar 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 

Il 1 14,9 0,0004 32,1 <0,0001 41,0 <0,0001 

Il 6 24,0 <0,0001 29,0 <0,0001 36,1 <0,0001 

Leptina 24,4 0,0004 24,2 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 

Tnf α 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 72,4 <0,0001 3,8 0,002 
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4. DISCUSSÃO  
 
 

Investigamos os efeitos do JI em um modelo que imita a síndrome metabólica 

humana quando estressado nutricionalmente (142). Nossos resultados mostraram 

que o consumo crônico das dietas experimentais resultou, como esperado, em 

aumento da massa corporal e da adiposidade (apenas nos grupos HF), intolerância à 

glicose, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, hipoadiponectinemia, resistência à insulina, 

aumento do perfil lipídico, aumento das vias pró-inflamatórias p53 e IL6 e diminuição 

de PDX1 e pAKT na ilhota pancreática e superexpressão de marcadores inflamatórios 

e proapoptóticos em TABs. 

Houve aumento da lipogênese e diminuição da beta-oxidação no fígado, 

acompanhado por aumento de citocinas pró-inflamatórias. Ao contrário dos animais 

que se alimentaram com dieta hiperlipídica, aqueles que consumiram dieta rica em 

frutose não apresentaram alteração 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 hepática e os 

parâmetros bioquímicos e moleculares foram, na sua maioria, melhorados.  

Mesmo mantendo a dieta hiperlipídica ao longo do experimento, o JI melhorou o 

remodelamento e a função das ilhotas pancreáticas, considerando principalmente a 

regulação da massa de células alfa e beta, além de melhorar a sinalização 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 diferença nos demais 

parâmetros estudados. 

Nos animais obesos houve diminuição de adiponectina, Cidea, adipócitos 

uniloculares e diminuição do RQ em dias nos alimentação e nos dias de jejum. Os 

animais HF submetidos ao JI (grupo HF-JI) apresentaram melhora ou mesmo 

normalização desses marcadores, bem como adipócitos multiloculares expressando 

Ucp1 no TABs.  

 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metabolic-syndrome
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4.1 Fígado 
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 população (144). É importante ressaltar que os 

grupos C e HFru consumiram quantidades de calorias similares durante todo o 

experimento. Quando a frutose é adicionada na ração em grande quantidade (145) ou 

na água 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, os animais do grupo HFru não ganharam peso porque este grupo 

recebeu uma dieta isoenergética em comparação com a dieta controle. A base para o 

cálculo 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, só 

variando o tipo de carboidrato entre elas. A composição desta dieta rica em frutose já 

foi usada com sucesso na indução de parâmetros associados a síndrome metabólica 

(147, 148). 

O JI tem sido sugerido como uma intervenção nutricional para o tratamento da 

obesidade. Diferentes mecanismos podem explicar os efeitos do JI no metabolismo. 

O organismo utiliza depósitos de gordura para energia durante o JI, diminuindo o 

tecido adiposo e suavizando o perfil inflamatório (149). Além disso, a restrição calórica 

afeta positivamente o metabolismo, ajudando pacientes especialmente pré-diabéticos 

e resistentes à insulina sem nenhuma abordagem farmacológica (150), possivelmente 

por causa dos genes de Forkhead Box A (151). 

A literatura tem relatos às vezes conflitantes sobre a ação do JI no metabolismo. 

O JI pode aumentar a resistência celular a doenças usando diferentes vias de 

sinalização e cetonas circulantes durante o jejum, esgotando o glicogênio dos 

hepatócitos enquanto o jejum resulta em lipólise e formação de corpos cetônicos (91). 

No entanto, os padrões de refeição parecem ser alterados apenas transitoriamente 

durante o JI em ratos machos obesos (152). Na ingestão continuada de HF, o JI pode 

restaurar o fluxo autofágico nas ilhotas, melhorando a tolerância à glicose , a 

sobrevivência das células β e a expressão nuclear de um marcador pancreático (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 resistência à insulina com a dieta HF, possivelmente atenuando 

a sinalização hepática de insulina e diminuindo a expressão de glicogênio fosforilase, 

apesar da diminuição da massa de gordura em ratos machos jovens. (154).  

O JI pode prevenir (ou melhorar) o DM2 aumentando a sensibilidade da 

sinalização do receptor de insulina, de modo que a insulina estimulou mais 

prontamente a captação de glicose pelas células musculares e hepáticas (155). 

Nossos resultados mostraram que o JI melhorou a glicemia de jejum, tolerância à 

glicose e a resistência à insulina, o que vem de acordo com relatos anteriores na 

literatura (115, 156). 

Sabe-se que o a JI regulariza os níveis de tolerância à insulina e à glicose (115), 

em associação com um aumento da sensibilidade à insulina sinalização do receptor e 

uma estimulação mais significativa da captação de glicose pelas células musculares 

e hepáticas pela insulina (157). Em nosso estudo utilizando duas dietas experimentais 

diferentes, hiperlipídica e dieta rica em frutose, foram observados efeitos benéficos do 

JI mesmo com a continuidade das respectivas dietas. O JI melhorou o perfil lipídico, 

com diminuição do TAG e do CT plasmático e da diminuição do TAG hepático e da 

esteatose hepática, independentemente do tipo da dieta, concordando com um 

trabalho recente (158). Além de todos esses efeitos benéficos do JI, também 

observamos diminuição das enzimas hepáticas, ALT e ST, principalmente no grupo 

HF-JI. 

Um elegante estudo demonstrou que o intestino delgado protege o fígado de 

uma exposição tóxica à frutose. O intestino é capaz de converter a frutose em glicose 

e outros metabólitos; entretanto, grandes quantidades de frutose podem superar essa 

capacidade de proteção. Doses baixas de frutose são depuradas em 

aproximadamente 90% pelo intestino, enquanto altas doses sobrecarregam a 

absorção e a depuração intestinal da frutose, resultando em exposição do fígado à 

frutose não metabolizada pelo intestino delgado (4). Depois de consumida, a frutose 

é rapidamente fosforilada no carbono 1 (mediado por frutose-1-fosfato ou carbono 6 

(mediado por uma hexoquinase) para formar frutose-6-fosfato) (159). A fosforilação 

da frutose no frutose-1-fosfato é capaz de ativar o SREBP1c via PGC1 alfa (160). 

Além disso, pela conversão em frutose-6-fosfato, ocorre a ativação do ChREBP. Tanto 

o SREBP1c quanto o ChREBP são fatores de transcrição que ativam enzimas 

lipogênicas, como acetil-CoA carboxilase e FAS (161). Como consequência, a 
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concentração de malonil-CoA é aumentada no hepatócito, inibindo a CPT1, PPAR alfa 

e a beta-oxidação   (162, 163).  

O PPAR-gama é um fator de transcrição que medeia o desenvolvimento de 

DHGNA no camundongo, aumentando a transcrição de genes envolvido na síntese 

de ácidos graxos hepáticos e na captação de ácidos graxos (incluindo FAT/CD36) 

(164). Tais vias podem explicar o aumento da lipogênese com comprometimento da β 

oxidação, resultando em esteatose hepática nos animais alimentados com dieta rica 

em frutose. Da mesma forma, observamos as mesmas alterações nas expressões de 

genes e proteínas em animais HF e HFr, sugerindo que tanto a dieta hiperlipídica, 

como a dieta rica em frutose influenciaram as mesmas vias de sinalização no fígado. 

Também observamos maior expressão gênica de Srebp1-c nos animais HF e 

HFr. Além disso, ambas as dietas diminuíram a PGC1a no fígado e não foram 

revertidas pelo JI. Isso é relevante porque o PGC1 a aumenta a biogênese 

mitocondrial e a taxa de respiração e coativa diretamente múltiplos fatores de 

transcrição, como o PPAR alfa (165). Além disso, a ativação do PPAR alfa não mediou 

a adaptação metabólica ao jejum, pelo menos na prevenção da esteatose induzida 

por jejum agudo (166). Nossos resultados demonstraram uma expressão gênica 

reduzida e imunocoloração de PLIN2 nos grupos JI, independentemente da dieta, o 

que é relevante porque o PLIN2 está ligado à proteína citoplasmática de revestimento 

de gotículas lipídicas encontrada em hepatócitos de humanos e roedores (167, 168).  

Na sequência de nossos resultados, avaliamos a adiponectina. A adiponectina é 

um potente agente anti-inflamatório, um hormônio protéico secretado no tecido 

adiposo que modula vários processos metabólicos, incluindo a regulação da glicose e 

a oxidação de ácidos graxos e é um fator de risco independente para a síndrome 

metabólica (109, 169). Os níveis 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 está ligada 

à resistência à insulina e inflamação (171, 172). E, por outro lado, o aumento de 

marcadores inflamatórios, como a IL6 e TNF-alfa, estão associados à diminuição da 

adiponectina (173). Observamos que nos animais do grupo HF que fizeram JI, houve 

uma diminuição significativa da leptina plasmática, provavelmente relacionada à 

melhora do metabolismo dos carboidratos e à melhora da expressão de marcadores 

inflamatórios nesse grupo. O efeito da diminuição do dano hepático nos animais que 
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fizeram JI também pode ser devido à diminuição da proteína NF-kB no fígado e à 

inibição dos genes da via inflamatória IL-1 e IL-6. Em nosso estudo, só o TNF-alfa, no 

grupo HF-JI, não teve uma diminuição estatisticamente significativa (embora 

tenhamos observado uma tendência na redução deste marcador). De qualquer 

maneira, o JI teve um papel importante na diminuição marcadores de inflamação 

hepática nos animais dos grupos HF e HFr. 

 

 

4.2. Pâncreas  
 
 

Dados da literatura demonstraram que camundongos obesos induzidos por dieta 

apresentam gradualmente desenvolvimento de hiperinsulinemia e, se os mecanismos 

compensatórios falharem, podem apresentar hiperglicemia, hipertrofia das ilhotas, 

diminuição da função das células beta das ilhotas, resistência à insulina e modulação 

das proteínas da via de insulina como PDX1 (174). Alterações na estrutura 

pancreática estão associadas à lipotoxicidade causada pelo aumento da lipólise 

característica do estado de hiperinsulinemia, podendo comprometer as funções 

pancreáticas normais, levando ao remodelamento pancreático (175). Além disso, os 

ácidos graxos circulantes comprometem a função das células beta, incluindo 

alterações na sinalização celular, secreção de insulina, metabolismo das mitocôndrias 

e composição da membrana (176). 
Em nosso estudo, o protocolo de JI diminuiu a massa corporal dos animais em 

todos os grupos que realizaram essa intervenção, corroborando com os dados já 

descritos na literatura (156, 177). O tecido adiposo secreta moduladores do 

metabolismo da glicose, as adipocinas que têm efeitos nos órgãos-alvo, incluindo o 

cérebro, fígado, coração e nas células beta das ilhotas (178). A remodelação do tecido 

adiposo na obesidade altera o padrão da secreção de adipocinas, e os baixos níveis 

de adiponectina na obesidade estão negativamente relacionados à insulina plasmática 

e positivamente associados ao aumento da resistência insulina (179), o que concorda 

com nossos achados. 
A leptina inibe a liberação de insulina da célula beta das ilhotas no estado 

alimentado, prevenindo a hiperinsulinemia (180). Por outro lado, o aumento da 
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concentração de leptina é 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 secreção de insulina, além do efeito anorexigênico da leptina 

(181), contribuindo para o desenvolvimento de hiperinsulinemia e resistência à 

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 diminuição dos níveis de insulina e leptina e aumento do nível 

de adiponectina por causa do JI, melhorando a sensibilidade à insulina e à leptina. 

Nossos achados estão de acordo com os relatados na literatura (183). 
Os hormônios insulina e glucagon são secretados pelas células das ilhotas 

pancreáticas e ambos participam da regulação da homeostase energética e da 

sensibilidade à insulina. O resultado foi que a imunocoloração das células beta 

aumentou no grupo com HF. Nas células alfa, a resistência à insulina se traduz em 

um aumento da liberação de glucagon e nas células beta, na secreção de insulina 

(184). É importante destacar que o conteúdo de insulina pancreática foi influenciado 

pela composição dos alimentos, aumentando em conseqüência dos ácidos graxos 

livres da dieta rica em gordura (185). Além disso, o peptídeo intra-ilhota glucagon tipo 

1 (GLP-1) pode exercer efeitos insulinotrópicos e glucagonostáticos localmente via 

ações parácrinas e / ou autócrinas, tanto em condições normais quanto diabéticas 

(186). A desregulação da secreção de insulina, com um aumento na renovação das 

células alfa e beta, resulta em mais liberação de insulina na circulação (59). 
Os camundongos do grupo HF apresentaram aumento da massa pancreática 

acompanhada de ilhotas mais proeminentes (maior área transversal). Além disso, 

observamos aumento da imunomarcação para glucagon e insulina (e 

hiperinsulinemia). Provavelmente, o aumento do tamanho das ilhotas pancreáticas 

associado à maior imunomarcação de células alfa e beta corresponde a um estado de 

adaptação à hiperglicemia, que culmina com hiperplasia, hipertrofia e hiperinsulinemia 

antes de progredir para a exaustão das células beta e, posteriormente, a morte de 

células beta(187). Nossos dados demonstraram que o JI melhorou o remodelamento 

e a função das ilhotas pancreáticas nos animais do grupo HF-JI, o que concorda com 

um trabalho recente da literatura(153). 
Uma diminuição na expressão de PDX1 está ligada à resistência à insulina e no 

desenvolvimento de T2D (188) uma vez que o PDX1 promove um estado de 
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“senescência prematura” das células beta. No presente estudo, observamos uma 

diminuição na expressão de PDX1 no grupo HF corroborando com os estados de 

resistência à insulina. conforme descrito na literatura (62). Anteriormente, 

identificamos que a dieta restrita à vitamina D materna pode modificar o 

desenvolvimento do pâncreas da prole, levando à remodelação das ilhotas e à via de 

sinalização da insulina, onde a diminuição do PDX-1 é provavelmente significativa 

para as alterações na massa de células beta e secreção de insulina na idade 

adulta..(189).  Entretanto, no nosso estudo, o JI não teve efeito na redução da 

expressão do PDX1 nos animais do grupo HF-JI.  

A obesidade, como observado nos camundongos do grupo HF, parece estar 

ligada à inibição da via de sinalização pAkt, que contribui para o bloqueio da 

sinalização de insulina (190). Outro ponto importante é sobre a ativação do supressor 

de tumor p43 causa apoptose associada a quebras de fita dupla de DNA e causa 

deficiência de células beta após hiperglicemia (191). Assim, a redução da expressão 

de p43 por causa da JI é um resultado notável, além mais pelo fato de que a pratica 

do JI está conectado com a diminuição das concentrações de marcadores pró-

inflamatórios (192).  

 

 

 

4.3 TABs 
 

 

Nos animais do grupo HF, observamos elevada concentração de leptina, 

causada pelo aumento da massa gorda. A hiperinsulinemia compromete a função das 

ilhotas pancreáticas em longo prazo(193), estimulando a lipogênese e, portanto, a 

hipertrofia dos adipócitos, inibindo a hiperplasia dos adipócitos e a plasticidade das 

células brancas / bege (182, 194), a diminuição da termogênese e o acúmulo de 

gordura corporal, conforme observado no grupo com HF, mas a prática do JI teve um 

efeito benéfico pois houve significativa melhora desses parâmetros no grupo HF-JI. 

O perfil termogênico tem sido alvo de muitos estudos, visto a possibilidade de 

novas perspectivas no tratamento da obesidade e consequentemente de doenças 

associadas, como o DM2. Uma das estratégias para combater a obesidade e suas 
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alterações metabólicas é aumentar o gasto energético (EE,) estimulando a 

termogênese adaptativa(195). O EE consiste em três ações: taxa metabólica basal 

(necessária para manter o funcionamento normal do organismo), atividade física 

(realizando atividade extra-trabalho) e termogênese adaptativa (causada por tremores 

e não tremores) (196, 197). O β3-ar é o receptor mais relevante para a ativação aguda 

da termogênese (198), atuando como um gatilho que inicia a termogênese (199) (a 

termogênese adaptativa libera noradrenalina, que ativa receptores adrenérgicos 

localizados na membrana plasmática do adipócito marrom). Sem estimulação 

simpática, não há termogênese adaptativa e, portanto, os adipócitos bege dependem 

do acoplamento adequado entre a atividade de β3-ar e Ucp1 (efetor de termogênese) 

para aumentar a EE, consumindo energia química e produzindo calor em vez de gerar 

ATP (77). Assim, observamos nos nossos resultados que a termogênese foi ativada 

pelo JI, o que estimulu o β3-ar, Cidea e Ucp1 no TABs no grupo HF-JI. 

O adipócito bege tem características fenotípicas e padrões de expressão de 

genes termogênicos semelhantes ao TAM, mas essas células estão em locais TAB 

(200). A identificação da célula bege no TAB pode ser confirmada pela marcação de 

genes TAM típicos no TAB, como genes envolvidos na termogênese (Ucp1) ue foram 

superexpressos em nosso grupo HF-JI. Vale ressaltar que Ucp1 é uma proteína da 

membrana interna mitocondrial, regulada por sinalização adrenérgica simpática, 

desencadeando uma dissociação da cadeia respiratória entre a captação de oxigênio 

e a síntese de ATP, levando à dissipação de calor na forma de calor (201). Além disso, 

o Cidea é uma proteína / reguladora de adipócitos associada a gotículas de lipídios, 

essencial para o ajuste da EE, aumentando a termogênese em adipócitos com efeitos 

positivos na expressão da Ucp1 (202). Nosso grupo HF mostrou a menor expressão 

de Cidea, mas HF-JI teve uma expressão Cidea como o grupo C. No entanto, as 

descobertas atuais em camundongos contrastaram com um relatório recente em 

mulheres, onde os níveis de RNAm de Ucp1 não foram alterados nos TABs (203).JI 

melhorou a expressão de Vegf nos grupos C-JI e HF-JI.  A sinalização de Vegf é 

necessária para a indução fisiológica do escurecimento dos adipócitos, precedendo a 

ativação da Ucp1(204). Vegf e Adiponectina aumentaram e a leptina diminuiu em 

nossos animais com HF-JI, reforçando o relatório anterior que indica uma ação de 

Vegf em animais obesos mediando a termogênese gerada por JI (205). 
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CONCLUSÃO 
 

 

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 

obesogênica e pró-inflamatória em camundongos. Os efeitos benéficos do JI no 

metabolismo da glicose e inflamação do fígado mostram a potencialidade do JI como 

fator coadjuvante no tratamento de problemas metabólicos hepáticos e da esteatose. 

A adaptação das ilhotas pancreáticas para enfrentar as alterações metabólicas 

causadas pelo consumo crônico da dieta hiperlipídica modifica a estrutura e a função 

das ilhotas significativamente. O estudo mostra que o JI diminuiu o tamanho das 

ilhotas pancreáticas, principalmente considerando a relação da massa das células 

alfa e beta, além de melhorar a sinalização da insulina e diminuir a apoptose. O JI 

leva igualmente ao escurecimento dos adipócitos do TABs e, portanto, a melhora da 

termogênese e o EE, o que, contribui para a perda de peso e reparo do eixo 

adipoinsular, devido à melhora da resposta à leptina e insulina. A melhora no perfil 

inflamatório também é evidente nos animais do grupo HF-JI. Pesquisas futuras 

devem explorar se a prática do JI pode manter os benefícios observados em longo 

prazo. 
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