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RESUMO

BALTHAZAR, Daniela Signorelli. Efeitos de dois protocolos de jejum intermitente versus
modificacdo dietética ou exercicios na microcirculacéo e na composi¢ao corporal de
hamsters alimentados com racao hiperlipidica. 2020. 106 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

O acumulo anormal ou excessivo do tecido adiposo com potencial prejuizo a saude é
definido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como obesidade. O tecido adiposo €
reconhecido como um 6rgdo enddcrino ativo e, na obesidade, desencadeia um quadro de
disfuncdo microvascular e aumenta a incidéncia de doencas cardiovasculares, com elevada
morbidade e mortalidade. Estudos em roedores e humanos tém destacado a importancia da
frequéncia alimentar e os efeitos de periodos de jejum na reducdo da obesidade, e na
prevencdo e tratamento de diversas doengas, através da reprogramacao de vias metabdlicas.
Nosso objetivo foi investigar os efeitos do jejum intermitente sobre a microcirculacdo e 0s
parametros cardiometabdlicos de hamsters com sobrepeso, comparando os resultados com a
modificacdo dietética convencional (restricdo caldrica continua) e treinamento por corrida em
esteira (exercicio fisico aerébio crbénico). Hamsters (Mesocricetus auratus) machos foram
alimentados por 12 semanas com ragdo padrdo (comercial) ou hiperlipidica, iniciada 21 dias
apo6s o nascimento. Da semana 12 a 20, os animais foram alocados em 7 grupos: 1) CT
(controle alimentado com racdo padrdo); 2) CTEX (controle associado ao exercicio fisico
aerobico moderado 5 vezes por semana); 3) HL (racdo hiperlipidica); 4) HLRC (modificagédo
da racdo hiperlipidica para ragdo padrdo); 5) HLJP (racdo hiperlipidica com jejum de 48 horas
consecutivas por semana); 6) HLJA (racdo hiperlipidica com jejum de 24 horas em 2 dias
alternados por semana); 7) HLEX (racdo hiperlipidica com exercicio fisico 5 vezes por
semana). A composicdo corporal foi analisada por densitometria por dupla emisséo de raios-X
(DEXA); a permeabilidade macromolecular microvascular foi avaliada na preparacdo da
bolsa da bochecha do hamster e a expressdo das 6xido nitrico sintases endotelial (eNOS) e
induzivel (iNOS), no musculo cardiaco ventricular esquerdo e na aorta torécica, foi avaliada
por immunoblotting. Observamos que a alimentacdo hiperlipidica promoveu aumento da
massa corporal total e do tecido adiposo, reducdo da massa magra e aumento da
permeabilidade microvascular apds isquemia-reperfusdo. O jejum intermitente periddico
(HLJP) resultou em reducdo da massa corporal e do tecido adiposo semelhante a dieta
convencional de restricdo calérica continua (HLRC), enquanto o jejum intermitente em dias
alternados (HLJA) e o exercicio fisico (HLEX) ndo apresentaram o mesmo efeito. Os
protocolos de jejum intermitente ndo parecem alterar a massa magra dos animais alimentados
com dieta hiperlipidica. Alem disso, o jejum em dias alternados (HLJA) recuperou a funcao
microvascular ao diminuir a permeabilidade macromolecular. N& foram encontradas
diferengas significativas na expresséo tecidual de iNOS ou eNOS. Portanto, nossos resultados
sugerem que a frequéncia de jejum (em 2 dias alternados) parece restaurar a permeabilidade
microcirculatdria alterada pela sobrecarga de gordura, enquanto a duracdo do jejum (por 48
horas consecutivas) parece melhorar a composi¢do corporal em hamsters alimentados com
racao hiperlipidica.

Palavras-chave: Jejum intermitente. Dieta rica em gordura. Disfungdo microcirculatoria.

Permeabilidade microvascular. Composicéo corporal.



ABSTRACT

BALTHAZAR, Daniela Signorelli. Effects of two intermittent fasting protocols versus
dietary modification or exercise on microcirculation and body composition in hamsters
fed with high-fat diet. 2020. 106 f.Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2020.

Abnormal or excessive accumulation of adipose tissue with potential damage to health
is defined by the World Health Organization (WHO) as obesity. Adipose tissue is recognized
as an active endocrine organ and, in obesity, elicits microvascular dysfunction and increases
the incidence of cardiovascular diseases, with high morbidity and mortality. Studies in rodents
and humans have highlighted the importance of feeding frequency and the effects of fasting
periods in reducing obesity, and in the prevention and treatment of diseases, through
reprogrammation of metabolic pathways. Our aim was to investigate the effects of
intermittent fasting on microcirculation and cardiometabolic variables in hamsters with
overweight, comparing the results with conventional dietary modification (continuous caloric
restriction) and treadmill training (chronic aerobic exercise). Male hamsters (Mesocricetus
auratus) were fed for 12 weeks with standard (commercial chow) or high fat diet, delivered
21 days after birth. From week 12 to 20, the animals were distributed into 7 groups: 1) CT
(control fed with standard chow); 2) CTEX (control associated with moderate chronic aerobic
exercise 5 times a week); 3) HL (high fat diet); 4) HLRC (modification from high fat diet to
standard chow); 5) HLJP (high fat diet with fasting for 48 consecutive hours per week); 6)
HLJA (high fat diet with fasting for 24 hours on 2 alternate days per week); 7) HLEX (high
fat diet with moderate chronic aerobic exercise 5 times a week). Body composition was
analyzed by dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA); the microvascular macromolecular
permeability was assessed in the hamster's cheek pouch preparation and the expression of
endothelial (eNOS) and inducible (iNOS) nitric oxide synthases, in the left ventricular cardiac
muscle and in the thoracic aorta, was assessed by immunoblotting. We observed that high fat
feeding promoted an increase in total body mass and adipose tissue, a reduction in lean mass
and an increase in microvascular permeability after ischemia-reperfusion. Periodic
intermittent fasting (HLJP) resulted in a reduction in body mass and adipose tissue similar to
the conventional diet of continuous caloric restriction (HLRC), while alternate day
intermittent fasting (HLJA) and physical exercise (HLEX) did not exhibit the same effect.
The intermittent fasting protocols do not seem to alter the lean mass of the animals fed with
high fat diet. In addition, alternate day fasting (HLJA) recovered the microvascular function
by decreasing macromolecular permeability. No significant differences were found in the
tissue expression of iINOS or eNOS. Therefore, our findings suggest that the frequency of
fasting (on 2 alternate days) seems to restore microcirculatory permeability altered by fat
overload, while the duration of fasting (for 48 consecutive hours) seems to improve body
composition in hamsters fed with high fat diet.

Keywords: Intermittent fasting. High fat diet. Microcirculatory dysfunction. Microvascular

permeability. Body composition.
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INTRODUCAO

O tecido adiposo é reconhecido como um 6rgdo endocrino ativo que produz uma
variedade de citocinas, conhecidas como adipocinas (1). O acimulo anormal ou excessivo do
tecido adiposo com potencial prejuizo a satde é definido pela Organizacdo Mundial da Sadde
(OMS) como obesidade (2). Com o acumulo da massa gorda, a producdo de adipocinas
inflamatdrias aumenta, resultando em um quadro de inflamacéo local e sistémica (3,4).

A obesidade se tornou uma pandemia dos tempos modernos, com previsao de que sua
incidéncia aumente a cada ano. Segundo dados do Ministério da Saude, a obesidade ja
acomete 18,9% dos brasileiros, e o sobrepeso atinge mais da metade da populacdo (54%) (5).

A alta incidéncia de obesidade tem relacdo direta com mudancas nos ambientes
econdmico e social que levaram a alteragdes nos padrdes de atividade fisica e dietética da
populacdo, com o aumento do sedentarismo e da oferta de alimentos altamente caléricos, com
baixo valor nutricional e baixo custo (5-9). Junto com esta epidemia, € em decorréncia do
excesso de gordura corporal, ocorre um aumento na incidéncia de diversas doencas associadas
a obesidade, tais como diabetes, céncer, Alzheimer, doengas cardiovasculares e
cerebrovasculares, que também apresentam alta prevaléncia na sociedade em geral (10-12).

O risco de doenca cardiovascular na obesidade, com elevada morbidade e mortalidade,
estd associado ao quadro de disfuncdo microvascular, que ocorre em adultos e criangas
obesos. De acordo com a literatura, alteracdes na microcirculacdo, cujos vasos tém diametro
menor que 100um (arteriolas, capilares, vénulas e microlinfaticos), sdo preditoras de
complicacdes e lesdes em 6rgdos-alvo (13-16).

E na microcirculacdo que ocorrem as principais funcdes do sistema vascular: troca de
nutrientes com os tecidos, a remocdo de excretas celulares em resposta as variagfes de
demanda e o equilibrio hidrostatico, evitando grandes flutuacGes de pressdo nos capilares
(17).

O objetivo deste projeto é investigar os efeitos do jejum intermitente sobre marcadores
da saude cardiometabolica, tais como: funcdo microvascular, glicemia, perfil lipidico e
composicao corporal, em animais submetidos a alimentacdo hiperlipidica, em comparacéo as
abordagens tradicionais de modificacdo dietética (dieta convencional ou de restricdo calorica
continua) e exercicio fisico aerébico crénico.

A restricdo caldrica esta associada a melhora da saude, aumento da longevidade e

reducdo da morbidade e mortalidade. Alem disso, desencadeia uma série complexa de eventos
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intricados, incluindo a ativagdo de elementos de resposta ao estresse celular e alteragdo no
equilibrio hormonal, conferindo diversos beneficios a individuos obesos. Dentre eles estdo
manutencdo da funcdo cardiovascular normal, reducdo do tecido adiposo, melhora da
sensibilidade a insulina, controle do diabetes, preservacdo da fungdo cognitiva e prevencgédo do
desenvolvimento de cancer associado a obesidade (18-20).

Apesar dos beneficios apresentados, dietas com restri¢do caldrica cronica séo dificeis
de serem postas em préatica e de serem mantidas a longo prazo. Nesse contexto, 0 jejum
intermitente vem ganhando popularidade e a atencdo de especialistas em saude em todo o
mundo como uma prética alternativa, que tem demonstrado ser tdo eficaz quanto a tradicional
restricdo caldrica continua para a perda de peso, sensibilidade a insulina e biomarcadores
cardiometabdlicos (21-28).

Portanto, para permitir uma maior compreensdo sobre o tema investigado, serdo
descritos a seguir os mais recentes estudos e dados da literatura que discutem os principais
temas mencionados anteriormente. Abordaremos os efeitos destas diferentes intervencdes
sobre os indicadores em questdo, aléem de delinear os objetivos e as respectivas hipoteses da

presente tese.
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1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Obesidade e sobrepeso

1.1.1 Epidemiologia

Estima-se que 1,1 bilhdo de pessoas em todo o mundo sejam obesas (29). A obesidade
é uma doenca multifatorial complexa, que envolve aspectos bioldgicos, histdricos, ecoldgicos,
politicos, socioecondmicos, psicossociais e culturais, sendo caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura corporal (tecido adiposo branco) em um nivel que compromete a saude
do individuo (30).

Em estudos epidemioldgicos para o diagnéstico da obesidade em adultos o parametro
mais utilizado é o indice de massa corporal (IMC), que é calculado dividindo-se 0 peso do
paciente, medido em quilogramas, pela sua altura elevada ao quadrado, medida em metros
(kg/m?). Este padrdo, utilizado pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS), considera o peso
normal quando o resultado do célculo do IMC esté entre 18,5 e 24,9, o sobrepeso quando o
IMC alcanca valor igual ou superior a 25, e obesidade quando o IMC for igual ou superior a
30 (2).

A OMS descreve a obesidade como um dos problemas de salde publica mais
evidentes porém mais negligenciados, que ameaca sobrecarregar tanto os paises mais
desenvolvidos quanto os menos desenvolvidos. Os problemas de sobrepeso e obesidade sé
alcancaram reconhecimento global nas trés Ultimas décadas, caracterizando-se como uma
epidemia mundial crescente, em contraste com 0 baixo peso, desnutricio e doencas
infecciosas que sempre dominaram as atencées (29,31).

Em 2016, 39% da populagdo mundial de mulheres e homens com 18 anos ou mais
tinham excesso de peso (2). A prevaléncia de obesidade entre criangas e adolescentes em todo
0 mundo aumentou significativamente nas Ultimas décadas, e uma analise do Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) informou que 16,5% das criangas e adolescentes

estdo acima do peso, e 21,4% s&o obesos (Figuras 1 e 2) (32).
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Figura 1 - Mapa da prevaléncia de individuos obesos acima de 18 anos no mundo em 2016
entre mulheres (A) e homens (B). Fonte: Publicado pela Organizacdo Mundial de

Salude (OMS) em 2017
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Figura 2 - Mapa da prevaléncia de individuos com sobrepeso acima de 18 anos no mundo em
2016 entre mulheres (A) e homens (B)
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No Brasil, 0 sobrepeso e a obesidade vém aumentando em todas as faixas etarias e em
ambos 0s sexos, em todos os niveis de renda, sendo a velocidade de crescimento mais
expressiva na populacdo com menor rendimento familiar (31). Segundo dados da Pesquisa de
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico
(VIGITEL), a proporcao de pessoas acima do peso avancou de 42,6%, em 2006, para 54%,
em 2017, o que significa que cerca de 5 a cada 10 pessoas apresentavam sobrepeso. No
mesmo periodo, o percentual de individuos considerados obesos subiu de 11,8% para 18,9%,
totalizando cerca de 40 milhdes de pessoas. Embora o ritmo de crescimento da ocorréncia de
obesidade no Brasil tenha se estabilizado desde 2015, ainda é um indice preocupante pois,
somando o total de individuos acima do peso, 0 montante chega a mais de 100 milhdes de

individuos, mais que o dobro de ha trés décadas (Figura 3) (5).

Figura 3 - Mapa da prevaléncia de individuos obesos no Brasil e no mundo em 1980 e em
2015 (Azul); e mapa com a propor¢do do aumento da obesidade no Brasil e no
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A epidemia mundial de obesidade reflete reducdes progressivas da atividade fisica ao
longo dos séculos e relacionadas a idade, juntamente com substanciais mudancas na dieta com
0 excesso do consumo de energia, apesar dos processos neurobioldgicos que controlam a
ingestdo de alimentos (29).

A obesidade tem relacdo direta com o sedentarismo e com 0 aumento da oferta de
alimentos altamente caldricos, com baixo valor nutricional e de baixo custo (33). A reducéo
da ingestdo de alimentos preparados em casa, substituidos por alimentos industrializados e
fast-foods, o aumento do consumo de refrigerantes, da grande proporc¢éo de calorias derivadas
de gordura, somados a reducdo da atividade fisica, sdo fatores etioldgicos responsaveis pelo
crescimento da prevaléncia da obesidade e do sobrepeso nas populagdes urbanas do ocidente
(34-36).

No Brasil, os inquéritos nacionais das Ultimas décadas demonstram um declinio do
consumo de alimentos regionais, ricos em nutrientes e fibras, e um aumento de até 400% no
consumo de alimentos processados, ricos em acucar e sodio (37), paralelamente ao

incremento da obesidade (5).

1.1.2 Tecido adiposo

Estudos das ultimas duas décadas estabeleceram o tecido adiposo como um érgéo
dindmico que realiza varios processos fisioldégicos importantes (38). Como em outros 6rgaos
do corpo, a anatomia e a funcionalidade do tecido adiposo estdo inter-relacionadas, e sua
composicao histologica depende de caracteristicas individuais, tais como: idade, raca, sexo,
genética, ambiente, balango caldrico, contetdo alimentar ingerido e atividade fisica, além da

origem ou localizacgdo do tecido adiposo em questao (3).

1.1.2.1 Histologia, classificacdo e funcdes

A estrutura do tecido adiposo compreende uma variedade de tipos celulares, incluindo:

células mesenquimais, fibroblastos, pré-adipdcitos, células precursoras endoteliais, células
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musculares lisas, células sanguineas, pericitos, macréfagos e outras células imunes.
Entretanto, os adipocitos maduros sdo seus principais componentes celulares (3,38,39).

Os adipdcitos sdo circundados por tecido conjuntivo fibroso (estroma), que possui
fibras colagenas e reticulares, formando estruturas de suporte e ligacdo, que fornecem
sustentacdo mecéanica ao proprio tecido adiposo e para outros 6rgaos. Além disso, o tecido
adiposo é inervado pelo sistema nervoso simpatico e altamente vascularizado por vasos
sanguineos e linfaticos (40).

Existem trés tipos de tecido adiposo descritos em mamiferos, com propriedades
funcionais bem distintas: o unilocular branco, o multilocular marrom e o tecido adiposo bege.
Todos estdo envolvidos na regulacdo do balanco energético, porém, enquanto o tecido
adiposo branco tem como principal funcdo armazenar energia na forma de triglicerideos, os
tecidos adiposos marrom e bege sdo especializados na dissipacdo de energia através da
producdo de calor durante a termogénese induzida pelo frio (41). As principais diferencas
morfoldgicas entre as classes de adipocitos podem ser facilmente observadas via microscopia
Optica ou eletronica (38).

O tecido adiposo branco é responsavel pela maioria dos depositos de gordura presentes
em humanos adultos, podendo apresentar localizacdo subcutanea (formando o paniculo
adiposo na hipoderme), visceral, retroperitoneal, omental, pericardica e retro-orbitaria. E um
Orgdo critico para a homeostase energética, além de apresentar importante acdo autdcrina,
paracrina e enddcrina, atuando em diversos processos fisioldgicos, patologicos e
desempenhando multiplas funcdes, tais como: controle do metabolismo da glicose e apetite,
respostas imunolégicas e inflamatorias, angiogénese, regulacdo da pressao arterial, funcéo
reprodutiva, reparo tecidual, protecdo (térmica e mecanica) e sustentacdo de 6rgaos, como 0s
rins (39,42). Em adultos, os adipdcitos contendo gordura correspondem a maior parte do
volume do tecido adiposo branco (38,39,43).

O tecido adiposo marrom é abundante em pequenos mamiferos, sendo conhecido
como “glandula hibernante”, e € um importante reservatério de gordura em bebés recém-
nascidos (41). Em adultos, é encontrado principalmente nas regifes do pescoco,
supraclavicular, para-aortico, interescapular, paravertebral e suprarrenal (44).

Os adipocitos marrons maduros sdo células metabolicamente muito ativas e tém essa
cor devido a alta concentracdo de mitocondrias e citocromo. Possuem goticulas lipidicas
multiloculares que ndo se fundem e seu ndcleo é esférico e bem centralizado dentro do
citoplasma (38). Suas mitocdndrias expressam uma proteina especializada transportadora de

protons chamada termogenina (UCP1, do inglés uncoupling protein 1), que permite a
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dissipacdo de energia sob a forma de calor através do “vazamento” de protons através da
membrana interna da mitocondria. O tecido adiposo marrom possui fungdo antiobesogénica e
antidiabética, e protege a maioria dos mamiferos contra a hipotermia (45).

O tecido adiposo bege, por sua vez, é composto por células adiposas que possuem a
mesma origem embrionaria que os adipdcitos brancos mas que, sob estimulos especificos,
expressam um fendtipo similar ao dos adipdcitos marrons. Por isso, os adipdcitos beges
possuem uma classificacdo distinta dos adipocitos brancos e marrons classicos (44,46). Dentre
estes estimulos estdo frio extremo, sinalizacdo beta—adrenérgica, exercicio fisico e irisina, que
geram alteracBes em vias metabodlicas que levam ao browning (ou escurecimento) do tecido
adiposo branco subcutdneo, dando origem as células adiposas beges. O aumento na

quantidade destes adipdcitos parece melhorar a homeostase metabdlica dos animais (45-48).

1.1.2.2 Adiposidade, lipotoxicidade e doengas cardiometabolicas

Hipdcrates escreveu: “A corpuléncia ndo € apenas uma doenga em si, mas o prenincio
de outras”, reconhecendo que a obesidade ¢ um distirbio médico que também resulta em
muitas comorbidades (29). Em decorréncia do excesso de tecido adiposo branco, ocorre um
aumento da incidéncia de diversas doencas, tais como: diabetes mellitus do tipo 2, infarto
agudo do miocardio, acidente vascular encefalico, fenbmenos tromboticos, cancer e doenca de
Alzheimer (12,49,50).

A adiposopatia (do inglés, adiposopathy) é definida como um conjunto de disturbios
anatdmicos e funcionais do tecido adiposo patolégico, ou seja, que sofreu um aumento
exacerbado para armazenar um consumo excessivo de calorias, que ocorre em individuos
geneticamente e ambientalmente suscetiveis, sendo eles classificados com sobrepeso ou
obesidade (3). Tais disturbios resultam em respostas endocrinas e imunologicas adversas,
causando ou agravando doencgas metabdlicas, e podem promover direta ou indiretamente

doencas cardiovasculares (Figura 4) (43).



Figura 4 — Adiposopatia: causas, respostas fisiologicas e consequéncias patogénicas
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No tecido adiposo branco, durante o balangco caldrico positivo, ou seja, quando a
ingestdo de calorias excede 0 gasto de energia, a maior parte deste excesso é armazenada sob
a forma de triglicerideos nos adipocitos. As células do tecido adiposo apresentam uma
variacdo natural no seu tamanho, refletindo principalmente a quantidade de triglicerideos
armazenados (51).

A formacéo de células de gordura é um processo de desenvolvimento dindmico, com o
numero de adipdcitos dependendo do equilibrio entre a formacdo de novos adipdcitos
(adipogénese) e a apoptose, sendo que aproximadamente 10% das células de gordura sdo
renovadas anualmente em adultos de todas as idades, independentemente do indice de massa
corporal (3,39,43,52).

No inicio do balango energético positivo, um aumento no nimero de células do tecido
adiposo subcutaneo costuma predominar e este se desenvolve no chamado fendtipo
hiperpléasico, caracterizado por muitas células gordurosas pequenas. Por outro lado, conforme
a ingesta energética excessiva se torna cronica, ocorre também um aumento no tamanho dos
adipdcitos e desenvolve-se um quadro de hipertrofia adiposa, caracterizado pela presenca de
grandes ceélulas de gordura (43,53,54). Logo, a obesidade leve ou inicial, que acomete
principalmente o tecido subcuténeo, recebe o nome de obesidade hiperplasica, visto que
reflete um estimulo da adipogéneses e a presenca de muitas células adiposas novas. Por outro
lado, a obesidade mais severa ou visceral, apresenta também um aumento no tamanho dos
adipdcitos, denominada obesidade hipertréfica (51).

Sendo assim, a importancia clinica da adiposidade ndo esta baseada apenas na forma
como a gordura € armazenada (isto €, proliferacdo vs. tamanho dos adipécitos), mas também
onde essa gordura serd armazenada no corpo do individuo, o que esté diretamente relacionado
as fungdes desempenhadas pelo tecido adiposo (3).

A visdo tradicional do tecido adiposo como reservatorio passivo para armazenamento
de energia ndo é mais valida (1,55). Embora sua principal fungdo seja, de fato, controlar o
equilibrio energético por meio do armazenamento e mobilizacdo do triacilglicerol, o tecido
adiposo também atua mediando processos fisioldgicos e patoldgicos através da sintese e
secrecdo de uma variedade de horménios e peptideos bioativos (adipocinas), que atuam tanto
localmente (efeitos autdcrino e paracrino) quanto sistemicamente (efeito endocrino) (1,55,56).

Além das adipocinas, tais como TNFa, IL-6, MCP-1, PAI 1, leptina e adiponectina,o
tecido adiposo expressa numerosos receptores que Ihe permitem responder aos sinais que
recebe de 6rgdos enddcrinos e do sistema nervoso central (SNC). Portanto, através desta rede

interativa, o tecido adiposo estd integralmente envolvido na coordenacdo de diversos
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processos bioldgicos, desempenhando importantes fun¢Bes na regulacdo do metabolismo
energético corporal (controle do metabolismo da glicose e apetite), assim como nas respostas
imunologicas e inflamatorias, angiogénese, regulacdo da pressédo arterial e funcdo reprodutiva
(1,56).

A funcdo neuroimunoenddcrina do tecido adiposo se torna evidente pelas
consequéncias metabolicas adversas do seu excesso e de sua deficiéncia, e a expressdo de
adipocinas também pode variar dependendo do local de depdsito do tecido adiposo. A
adiposidade, particularmente no compartimento visceral, que resulta em sobrepeso ou
obesidade, leva ao desenvolvimento simultaneo de alteragbes funcionais que, coletivamente,
compdem a chamada sindrome metabdlica, sendo elas: resisténcia a insulina, hiperglicemia,
dislipidemia, hipertensdo arterial e um estado pro-trombdtico/ pro-inflamatério, sendo todas
fatores de risco para as doencas cardiovasculares (1,10,56,57).

O tecido adiposo visceral é geralmente mais metabolicamente ativo que o tecido
adiposo subcutdneo, e esses dois depdsitos de gordura diferem em relacdo a processos
envolvendo lipdlise e lipogénese, expressdo de receptores nos adipdcitos e na secrecdo de
adipocinas, enzimas, hormonios, moléculas imunes, proteinas e outros fatores (3,58).

Além do tecido adiposo visceral, outros depositos de gordura apresentam potencial
patogénico, tais como pericardico, abdominal subcutdneo, perimuscular e perivascular,
apresentando atividades lipolitica e inflamatéria. As adiposopatias pericardicas e
perivasculares merecem destaque especial, visto que podem ter efeitos patogénicos diretos no
miocardio, artérias coronarias e vasos periféricos, por meio da secrecdo local desregulada de
fatores vasoativos e inflamatorios, que podem contribuir para o surgimento ou agravamento

de fisiopatologias cardiovasculares (Figura 5) (3,59-63).
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Figura 5 — Principais depoésitos de tecido adiposo branco em pacientes obesos ou com
sobrepesos:  visceral, subcutdneo, epicardico, medula Ossea, perirrenal,

periadventicial e pulmonar
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Fonte: Ouchi et al (4).

Com o acumulo do tecido adiposo, ocorre um desequilibrio na producéo e secrecdo de
adipocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias, resultando em um quadro de inflamacéo
local e sistémica, diretamente ligado ao desenvolvimento de alteracdes metabolicas e também
da aterosclerose (1,10).

A aterosclerose é uma doenga vascular cronica, subclinica e progressiva, que se inicia
na infancia, e se caracterizada pela inflamacéao cronica da tunica intima das artérias, a camada
mais interna que esta em contato direto com o sangue. O quadro se inicia com penetracéo,
depdsito e oxidacdo de lipoproteinas na parede arterial (especialmente moléculas de LDL
colesterol), que estimulam a migracao e ativacdo de macrdofagos, que fagocitam tais particulas
gordurosas, resultando na formacéo de células espumosas (ou foam cells). A doenca evolui
com a formacéo da placa de ateroma, pelo acimulo de célcio e outros elementos, como fibras

colagenas e celulas musculares lisas, que formam uma capa fibrosa que estreita e enrijece as
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artérias, restringindo o fluxo sanguineo local (64-66). Quando ocorre a ruptura da placa
aterosclerdtica, novamente ha o envolvimento de macrdfagos e citocinas, que estimulam a
liberacdo de enzimas proteoliticas, tendo como consequéncias vasoconstricdo, trombose e
disfuncdo microvascular (66-68).

Durante a obesidade, o tecido adiposo é infiltrado por um grande ndmero de
macrofagos do subtipo M1 (ou pré-inflamatorios), sendo esse recrutamento ligado a
inflamacéo sistémica e resisténcia a insulina. Além disso, o acimulo de macréfagos M1 no
tecido adiposo é proporcional a adiposidade em humanos e camundongos, e a perda de peso
sustentada resulta em uma reducdo no nimero deles, acompanhada por uma diminui¢do no
perfil pré-inflamatério (4,69-71).

Dessa forma, a adiposidade e a consequente disfuncdo celular e organica do tecido
adiposo desencadeiam respostas endocrinas e imunes (pro-inflamatérias) com efeitos
patogénicos diretos sobre o sistema cardiovascular, tais como aterosclerose e disfuncéao

microvascular.

1.2 Microcirculacgéo e disfun¢do microvascular na obesidade e sobrepeso

1.2.1 Microcirculacdo - estrutura e funcdo

O fluxo sanguineo através dos microvasos, cujo diametro é da ordem de 100 um ou
menos, € chamado de microcirculacdo. Do ponto de vista anatbmico, a microcirculacéo
envolve 0s menores vasos sanguineos do corpo — arteriolas, capilares e vénulas (14,15,17,72).

As arteriolas (5 a 100 um de didmetro) tém camada de masculo liso relativamente
espessa, camada adventicia delgada e revestimento endotelial. Das arteriolas se originam
diretamente os capilares (5 a 10 um de diametro) ou, em alguns tecidos, as metarteriolas (10 a
20 um de diametro) que, entdo, ddo origem aos capilares. Dependendo do leito microvascular,
podem ocorrer desvios arterio-venosos em que as metarteriolas se conectam diretamente as
vénulas. As arteriolas pre-capilares distribuem sangue diretamente para capilares e regulam o
fluxo por vasoconstri¢do ou vasodilatacdo (14,15,17,72).

Os capilares possuem paredes constituidas por uma camada Unica de células

endoteliais e uma membrana basal externa, e apresentam interconexdes que formam uma rede
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de microvasos nos tecidos, com comprimento médio de 0,5 a 1 mm (14,15,17,72). Dos
capilares emergem vasos maiores que também sdo desprovidos de uma camada muscular lisa
- as vénulas pds-capilares - que representam 0 segmento da microvasculatura que é mais
reativo a inflamacéo (72,73).

As vénulas contém juncdes endoteliais intercelulares (juncBes aderentes) que podem
sofrer modificagcBes e assim permitir que as proteinas plasmaticas e as células imunes
(leucocitos) migrem da corrente sanguinea para os tecidos. Portanto, as vénulas representam o
principal local de permeabilidade vascular as proteinas plasmaticas e de movimentacdo de
leucdcitos, ou seja, de interacdo leucdcito-endotélio. As vénulas maiores, que coletam o
sangue das vénulas pds-capilares, possuem musculo liso, embora esse seja menos abundante
que nas arteriolas (72,73).

Atualmente, uma definicao alternativa baseada na fisiologia dos vasos arteriais, € ndo
no diametro ou estrutura, foi proposta. Nesta definicdo, todos os vasos arteriais que
respondem ao aumento da pressdo interna com constriccdo (reagd0 miogénica) seriam
considerados parte da microcirculacdo, incluindo assim as menores artérias e arteriolas, além

de capilares e vénulas (14,74,75).

Figura 6 - Imagem por microscopia eletrénica da microcirculagdo do mdsculo esquelético,

onde os capilares (Ca) sdo orientados na mesma direcdo das fibras musculares e esta

rede é suprida por uma arteriola (Ar) e drenada por uma vénula (Ve)

iy
) )

Fonte: Kessel e Karden (73,76).
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Considerando que a funcdo do sistema cardiovascular € fornecer um meio apropriado
para a manutencdo de tecidos e érgdos, a microcirculagdo é a porcdo deste sistema onde as
trocas entre o sangue e os tecidos efetivamente ocorrem. A principal funcdo do sistema
vascular ocorre na microcirculacdo, que realiza a entrega de oxigénio e nutrientes para 0s
tecidos adjacentes e a remocgdo de excretas celulares, em resposta as variagdes de demanda
metabdlica (15,72). Além disso, a microcirculacdo atua no equilibrio hidrostatico e
desempenha a principal resisténcia ao fluxo sanguineo, evitando grandes flutuacfes de
pressdo nos capilares e controlando a resisténcia vascular periférica total, uma vez que as
artérias e veias de grande e médio calibre oferecem pouca resisténcia ao fluxo (14,15,74).
Portanto, a mecénica do fluxo sanguineo na microcirculagéo controla a distribuicdo de sangue
para os tecidos e influencia amplamente a troca de metabdlitos no sistema vascular (17,72).

A partir das arteriolas, o sangue flui para os capilares, onde ocorre a nutri¢cdo tecidual
e a remocdo de metabolitos e, em seguida, ele flui para as vénulas pds-capilares, vénulas e

veias (na maioria dos 6rgaos), alcangando a macrocirculacao e o coragdo (72).

1.2.2 Papel vasoativo do endotélio e o éxido nitrico

O endotélio é uma camada Unica e continua de células que separa o0 sangue das
estruturas vizinhas e regula a funcdo vascular (77). O endotélio foi reconhecido ha
relativamente pouco tempo como um 6rgao fisiologicamente relevante, com significativa
importancia clinica, apesar desta camada de células ter sido identificada pela primeira vez ha
mais de um século (78).

A célula endotelial era vista como uma estrutura tdo fina que poucos detalhes
poderiam ser revelados em seu citoplasma. Entretanto, nos anos 1950 e 1960, o uso da
microscopia eletronica forneceu um novo olhar bem mais detalhado sobre o endotélio e
estudos iniciais revelaram a presenca de organelas nestas células (78,79).

Atualmente, sabe-se que as células endoteliais sdo nucleadas, longas e achatadas,
orientadas no comprimento do vaso, medindo cerca de 20-40um de comprimento por 10-
15um de largura e apenas 0,1-0,5 um de espessura (67,79).

AvaliagGes do endotélio arterial por microscopia eletronica revelaram que as células
sdo do tipo continuas, caracterizadas por jungdes bem justas ou préximas nas bordas laterais

de cada célula, que restringem o movimento de macromoléculas. A atuacdo do endotélio
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como uma barreira semipermedvel € uma de suas fungBes mais basicas, regulando o
transporte de macromoléculas entre o limen vascular e a musculatura lisa vascular (67).

Originalmente tido como uma simples barreira passiva semi-permeavel, capaz de
permitir a passagem de agua e de pequenas moléculas através da parede do vaso sanguineo, e
de reter as células do sangue e moléculas grandes (proteinas) no compartimento vascular, o
endotélio hoje é visto como um 6rgdo cujo funcionamento normal é crucial para manter a
saude vascular (67,77). O endotélio responde a estimulos humoral, neural e, especialmente,
hemodinamico, e regula a funcao plaquetaria, respostas inflamatorias, crescimento e migracao
de celulas musculares lisas vasculares, além de modular o tdnus vascular através da sintese e
liberacdo de substancias vasoativas (67,77,80).

Nesse sentido, merece destaque o 6xido nitrico (NO). Em 1980, Furchgott e ZawadzKi
propuseram pela primeira vez que as células endoteliais produziam e liberavam um fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF) que regulava diretamente o tonus vascular. Nos
anos seguintes, o EDRF foi identificado em vérios vasos de diferentes espécies, e teve sua via
intracelular caracterizada. Em 1987, dois grupos descreveram a identidade do EDRF como
sendo o 6xido nitrico (81-83).

Sabe-se, atualmente, que o0 NO é uma potente molécula vasodilatadora, conhecida por
sua importante funcdo na regulacdo do tobnus vascular através da dilatacdo mediada pelo
endotélio - o NO liberado pelas células endoteliais ativa a guanilato ciclase soltvel (sGC) que
sintetiza monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), o qual ativa a proteina quinase
dependente de GMPc (PKG) , que diminui a concentracdo de célcio intracelular e provoca o
relaxamento da musculatura lisa do vaso - tanto em condicdes de repouso quanto em situacoes
que demandam aumento do fluxo sanguineo, como durante o exercicio fisico, por exemplo
(67,84-86). Na microcirculacdo, além da vasodilatacdo, ha consenso entre os pesquisadores
de que na maioria dos 6rgdos e sistemas, se ndo em todos, o NO previne a adesdo de plaguetas
e neutréfilos ao endotélio (81).

O NO ¢ produzido no processo de conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina

pelas éxido nitrico sintases (NOS — nitric oxide synthases) (Figura 7) (87-89).
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Figura 7 - Sintese de oxido nitrico (NO) pelas enzimas Oxido nitrico sintases (NOS):
inicialmente ocorre a hidroxilagdo da L-arginina, gerando N-hidroxi-L-arginina

(NHA) e, numa segunda etapa, ocorre a conversao de NHA em NO e citrulina

H;_H\F/NH;. hN_ N—0H HN_ 0
NH NH \ﬁ
NADPH NADPH R,
(a 0z
+ 4 +
Hy M i Hz N o0 HaN con-
|-arginina N-hidro-L-arginina [ -citrulina (xido nitrico

Fonte: Dusse et al. (90).

As enzimas NOS podem ser classificadas em trés isoformas: duas constitutivas e
dependentes de calcio - neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS); e uma induzivel (iNOS). No
coracdo, a nNOS tem sido encontrada no reticulo sarcoplasmatico e nas fibras vasodilatadoras
autondmicas ndo-adrenérgicas, enquanto a eNOS esta presente nas células endoteliais, tanto
da vasculatura coronariana e como do endocérdio, e nos cardiomidcitos. A forma induzivel
INOS também pode ser encontrada nos cardiomidcitos (ventriculares) e nas células
endoteliais, e ainda em fibroblastos e no musculo liso vascular (91,92).

A ativacdo das enzimas NOS constitutivas ¢ Ca?*-calmodulina dependente, ou seja,
dependem de um aumento do célcio intracelular; enquanto a expressdo da forma iNOS é
induzida pelo fator nuclear kappa-B (NF-kB), lipopolissacarideo, citocinas e outros agentes
relacionados a resposta inflamatdria. As formas constitutivas possuem uma relacdo antagdnica
com a forma induzivel: em condi¢des normais, 0 aumento na biodisponibilidade de NO,
produzido pela nNOS e eNOS, regula negativamente a expressdo da iNOS, através da inibicdo
do NF-kB; por outro lado, geralmente em condicdes patoldgicas, relacionadas a inibicdo das
formas constitutivas ou na falta de NO disponivel, ocorre uma grande producdo de NO pela
INOS (91,92).
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1.2.3 Permeabilidade microvascular

Visto que o sistema vascular de organismos superiores é frequentemente descrito
como "fechado", ele precisa ser suficientemente "aberto", ou seja, permeavel, para permitir a
troca rapida de pequenas moléculas (tais como gases, nutrientes e residuos) com os tecidos
(93). A troca microvascular ocorre, em grande parte, de forma passiva e, portanto, 0s
coeficientes de permeabilidade relacionam os fluxos de fluido e soluto com as diferencas de
pressao e concentragdo que os conduzem através das paredes microvasculares (94).

Existem varios mecanismos pelos quais as macromoléculas atravessam a barreira
endotelial e, dentre eles, podemos destacar: 1) atraves das proprias células endoteliais,
difundindo-se lateralmente dentro da membrana celular endotelial e, assim, ao redor da célula;
2) através de juncgdes célula-célula endotelial, que envolvem gaps ou “espagos” endoteliais;
ou ainda 3) via transporte vesicular. Visto que a maioria das moléculas bioldgicas sdo
moléculas grandes, hidrofilicas e anibnicas, que sdo incapazes de se difundir através da
bicamada da membrana celular, acredita-se que a maioria delas se desloquem atraves de
juncdes intercelulares (ou seja, entre as células), pelo transporte vesicular ou através da
formagdo de canais transitorios, resultantes da fuséo de vesiculas (67,95).

Em condi¢cBes normais, as proteinas plasmaticas também precisam atravessar a
barreira vascular, pelo menos em pequenas quantidades, e as céluas endoteliais possuem um
sistema complexo de microvesiculas envolvido no transporte macromolecular. Dentre as
proteinas plasmaticas, merece destaque a albumina, responsavel por transportar acidos graxos
e vitaminas, e os anticorpos (imunoglobulinas), necessarios para a resposta imunoldgica do
hospedeiro (67,93). Por outro lado, a reorganizacao das junc¢des intercelulares - envolvendo
actina e miosina ou ainda a dissolucdo direta de contatos juncionais - parece ser o principal
mecanismo através do qual ocorre 0 aumento da permeabilidade endotelial & 4gua e aos
solutos (pequenos ou grandes) (67,94,96).

A permeabilidade vascular estd aumentada na inflamacao aguda e crénica, no cancer e
durante a cicatrizacdo de feridas (93). O aumento na permeabilidade microvascular na
inflamacao foi descrito pela primeira vez a partir de evidéncias baseadas no “vazamento” para
os tecidos de proteinas plasmaticas marcadas com corantes (97-99). Logo, em outras
palavras, o termo ‘extravasamento de plasma’ (do inglés plasma leakage) se refere ao
processo no qual o componente liquido do sangue, rico em proteinas, passa de dentro dos

vasos sanguineos para o tecido ao redor (93).
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A sinalizacdo envolvida na mediacdo dessas respostas inclui a fosforilacdo das
proteinas de ligacdo presentes nestas jungdes, sendo induzida pela a¢do da proteina-cinase C
(PKC), que leva a reorganizacao da actina, ao arredondamento das células e aumento do
transporte paracelular. A cinase de cadeia leve da miosina (MLCK) também pode ser ativada
por mediadores inflamatorios e resultar em retracdo das células endoteliais. O fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) é um regulador chave da permeabilidade vascular via
regulacdo das enzimas Oxido nitrico sintases (NOS), através de mdltiplos mecanismos
incluindo, por exemplo, a formacao de gaps (100-104).

Dentre outros fatores que também podem influenciar a permeabilidade e funcéo
microvascular, merecem destaque o shear stress - ou tenséo de cisalhamento do fluido - e 0
glicocalix endotelial, que atua como um importante coadjuvante na manutencdo da
integridade da parede vascular (67,105). O shear stress é a forca de friccdo tangencial
exercida pelo fluxo de sangue, ou seja, 0 atrito do sangue contra as paredes dos vasos, que
atua predominantemente na superficie da célula endotelial. Estudos sobre a relagdo entre a
permeabilidade a albumina e a magnitude da tensdo de cisalhamento in vivo revelaram que o
endotélio exposto a baixo shear stress tem maior probabilidade de ter elevada permeabilidade
macromolecular (67). Ja& o glicocélix é definido como uma camada organizada de
glicoproteinas, proteoglicanas negativamente carregadas e proteinas plasmaticas associadas,
que apresenta efeitos protetores, tais como: 1) fortalecer a fungdo de barreira do endotélio; 2)
inibir a coagulacdo e a adesdo de leucdcitos; e 3) mediar a liberacdo de NO induzida por shear
stress (67,105-108). Portanto, a deterioracdo ou destruicdo do glicocélix esta associada a
alteracbes patoldgicas, incluindo aumento da permeabilidade endotelial, agregacao
plaquetéaria e perda da responsividade vascular (67).

1.2.3.1 Métodos para avaliacdo da microcirculacao e a preparacdo da bolsa da bochecha

A microcirculagéo pode ser estudada em humanos por videocapilaroscopia intravital
direta em areas como a pele e leito periungueal, videomicroscopia da pele ou mucosa oral, ou
avaliada por medidas de fluxo feitas com laser Doppler. Em estudos com animais, essas
técnicas podem ser usadas em diferentes leitos microvasculares, como musculo esquelético,
bolsa da bochecha do hamster ou mesentério (15). A permeabilidade microvascular pode ser

analisada a partir de medigdes em diferentes preparacdes experimentais: in vivo, ou seja, em
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organismos intactos e inteiros (incluindo seres humanos), em tecidos ou 6rgédos especificos,
em microvasos isolados, e em monocamadas de culturas de células endoteliais
microvasculares, com cada uma delas apresentando suas vantagens e desvantagens (94).

Em modelo animal, as alteracbes na permeabilidade vascular podem ser observadas
por microscopia intravital, que permite avaliar essa variavel in vivo. No nosso projeto,
escolhemos como modelo experimental a bolsa da bochecha do hamster para analisar a
permeabilidade desta microvasculatura em resposta ao estimulo conhecido como lesdo por
isquemia-reperfusdo (I/R), que sera explicado posteriormente.

A Dbolsa da bochecha do hamster foi descrita como modelo para observagdo da
microcirculacdo no final da década de 1940 e inicio de 1950 por Fulton, Lutz e Jackson.
Desde entdo, a técnica para uso desta preparacdo tem sido aprimorada, com este tecido sendo
utilizado em uma ampla variedade de estudos experimentais envolvendo a fisiopatologia da
microcirculacdo e a resposta microvascular a diferentes estimulos (97,109-112).

Descrevendo anatomicamente, as bolsas da bochecha do hamster sdo sacos epiteliais
bilaterais ou “invaginagdes” de tecido cutaneo (compostos por tecido conjuntivo fibroso
denso, epitélio escamoso estratificado e tecido conjuntivo frouxo), que se estendem dorso
caudalmente do canto da boca do animal até aproximadamente a regido do seu ombro,
apresentando entre 4 a 5 cm de comprimento e espessura média de 0,4 mm (Figura 8). As
bolsas da bochecha sdo usadas pelos hamsters para guardar alimentos ou residuos e, portanto,
podem apresentar volume e posi¢do variaveis, visto que sdo controlados por fibras musculares
esqueléticas que circundam suas por¢des proximais e por um fino muasculo retrator. A

inervacdo € derivada dos nervos faciais e acessorios espinais (109,113).

Figura 8 - Fotos mostrando a localizag¢do anatdmica (A) e o tecido vascularizado em forma de

saco (B) da bolsa da bochecha do hamster

Fonte: Monti-Hughes et al. (114).
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Do ponto de vista microcirculatorio, o suprimento de sangue se origina principalmente
de ramos da artéria cardtida externa, e quatro artérias fornecem a maior parte do suprimento
sanguineo, enquanto que o masculo retrator é suprido independentemente por um quinto vaso,
que se origina como um ramo da car6tida comum. A medida que as pequenas artérias
saculares (inferior e superior) se aproximam da ponta da bolsa da bochecha, elas terminam em
varias arteriolas de primeira ordem, com diametros de 50 pm, que sdo interconectadas por
vasos menores com tamanhos distintos - as arteriolas de segunda e terceira ordem com
aproximadamente 30 um e 13um de diametro, respectivamente. Estas Gltimas se ramificam e
terminam em capilares, cujos didmetros podem variar de cerca de 6 a 7,3 um. Os capilares séo
drenados por vénulas de 5% e 42 ordens, que se unem para formar vénulas maiores. A
arquitetura da microcirculacdo venosa na “ponta” da bolsa da bochecha ¢é paralela a da

microcirculacéo arterial (Figura 9) (109,113,115).

Figura 9 — Imagens da microcirculacdo da bolsa da bochecha do hamster (A) feita através de
70 fotografias montadas e reproduzidas em escala reduzida; a propor¢do de 1 mm é
indicada na figura; e detalhe da microcirculacdo observada na figura A, com

ampliacdo de 35x (B); a proporg¢do de 100 um € indicada na figura

Fonte: Svensjo (97).
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Em um estudo classico de microscopia eletrdnica de Majno e Palade (1961), foi
demonstrado que das vénulas pos-capilares, de 20 a 30 mm de didmetro, vazaram particulas
de carbono através de aberturas formadas entre as células endoteliais, como resultado da
contragdo das células endoteliais pela estimulacdo com histamina, e essas “areas de
passagem” foram também observadas na preparagdo da bolsa da bochecha do hamster apos a

estimulacdo por bradicinina (96,112,116).

1.2.4 Disfuncdo microvascular e doencas cardiometabdlicas

Em condi¢cbes normais, mecanismos autorregulatérios, sistémicos e locais,
especialmente miogénicos e metabdlicos, permitem o funcionamento normal do endotélio e
da microcirculagdo (67). Entretanto, em condi¢bes patoldgicas, como na obesidade e
sobrepeso, a perda de tais mecanismos resulta no desenvolvimento de disfuncédo
microvascular, caracterizada por alteracbes patoldgicas em todos os segmentos da
microcirculacdo: 1) nas arteriolas - dilatacdo dependente do endotélio prejudicada; 2) nos
capilares - rarefacdo e obstrucdo causada pela adesdo de leucdcitos; e 3) nas vénulas pds-
capilares - transmigracédo de leucécitos e extravasamento de proteinas plasmaticas (14,75).

O endotélio tem emergido como um regulador chave da homeostase vascular e, logo,
do bom funcionamento do aparelho cardiovascular, por controlar o tébnus vascular, equilibrar
a producdo de vasodilatadores (principalmente do NO) e vasoconstritores (como a
endotelina), e por sua acdo direta na fluidez do sangue e da coagulacdo, através da producgéo
de fatores que modulam a atividade plaquetéria, a cascata de coagulacao e a fibrin6lise (117).
Além disso, 0 NO produzido pelas células endoteliais também regula a interacdo leucdécito-
endotélio. Portanto, o endotélio age como um transdutor ativo de sinais das alteracGes
circulatérias que levam a modificacdo do fenotipo da parede do vaso (80,117).

A disfuncdo endotelial, definida como a perda da fungdo homeostéatica normal do
endotélio, parcialmente secundaria a uma reducdo da biodisponibilidade do NO, resulta em
um defeito na interagdo endotélio-sangue, atividade vasomotora anormal, desenvolvimento de
uma superficie endotelial pro-coagulante, crescimento da camada intima arterial e inflamagéo.
Em outras palavras, tal disfuncdo é caracterizada pelo desequilibrio de qualquer um dos

fatores de manutencdo da homeostase vascular, como: 1) capacidade de vasodilatacdo; 2)
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resposta ao Oxido nitrico, 3) proliferacdo de células musculares lisas e espumosas; 4)
coagulacdo e fibrinolise; e 5) oxidacdo de lipoproteinas (80,118).

O termo disfuncao endotelial poderia ser apropriadamente substituido por “ativagao
endotelial”, visto que representa a ativacao de vias que resultam na mudanga de um fenotipo
quiescente para um fenotipo inflamatdrio nos vasos, que envolve a expressdo de citocinas e
moléculas de adesdo designadas para interagir com leucdécitos e plaquetas (67,80).

A maioria, se ndo todos, os fatores de risco relacionados a aterosclerose, & morbidade
e mortalidade cardiovascular, ou associados a sindrome metabolica, como o acumulo
excessivo de tecido adiposo branco (obesidade e sobrepeso), hipercolesterolemia, hipertensédo
e diabetes mellitus, também estdo associados a disfungdo endotelial, visto que levam a
ativacdo da maquinaria molecular do endotélio, desencadeando mecanismos inflamatorios
direcionados a tecidos especificos (14,15,119,120).

A inflamacdo cronica de baixo-grau, relacionada a obesidade, resulta na regulacéo
negativa de adipocinas anti-inflamatérias, como por exemplo IL-10 e adiponectina, e na
regulacdo positiva de citocinas pro-inflamatérios, como IL-6, IL-1B ¢ TNF-a, que ativam as
células endoteliais e promovem um fenoétipo disfuncional. Portanto, podemos dizer que a
obesidade favorece um ciclo vicioso pelo qual a disfungdo endotelial no tecido adiposo leva a
disfuncdo metabdlica, refletida pela desregulacdo das adipocinas, rarefacdo microvascular,
necrose adipocitaria e inflamacdo; e, por outro lado, a disfuncdo metabdlica promove
disfuncdo das células endoteliais, tanto no tecido adiposo, como na circulacao local (tecidual)
e sistémica (4,121,122).

Na obesidade, uma grande variedade de estimulos prejudiciais, por ex: dieta rica em
gorduras (ou hiperlipidica) e regulacdo positiva dos mediadores inflamatdrios, podem
contribuir para a disfuncdo endotelial e, consequentemente, favorecerem o actimulo de
lipidios nas artérias, no espaco subendotelial, iniciando assim o desenvolvimento da placa
aterosclerdtica. (67,123).

A obesidade e o sobrepeso fazem parte da chamada sindrome metabolica, geralmente
associados aos seguintes fatores: a) uma distribuicdo central de gordura corporal (tecido
adiposo visceral); b) hipertensdo; c) hiperglicemia associada a resisténcia a insulina; d)
intolerdncia a glicose; e) dislipidemia aterogénica; e f) fatores pré-inflamatorios e pro-
tromboticos. Em consequéncia da inflamacdo e da resisténcia a insulina, a disfungéo
endotelial aumenta o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, e esta implicada
na patogénese e no curso clinico da maioria destas doengas, com elevada morbidade e
mortalidade (75,124).
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Portanto, o desenvolvimento e validacdo de métodos de avaliacdo ndo invasivos, assim
como os de deteccdo precoce de complicagdes, passam a ter um grande valor no combate a
epidemia de obesidade e de suas complicacdes. Atualmente, estd claro que a disfuncao
microvascular afeta a pressdo e os padrdes de fluxo sanguineo, e é responsavel pelo aumento
da resisténcia vascular periférica. Além disso, problemas microcirculatérios em obesos
sugerem que isso poderia ser um fator causal em patologias associadas com o diabetes, como

resisténcia a insulina e hipertensao (10-12,14,16).

1.3 Obesidade, sobrepeso e os fatores modificaveis associados ao estilo de vida

1.3.1. Intervencdes ndo-farmacoldgicas tradicionais e o jejum intermitente

1.3.1.1 Dieta convencional ou restri¢do calorica continua

A nutricdo é um componente fundamental da nossa vida. A qualidade e a quantidade
de alimentos consumidos por cada individuo sdo fundamentais para o desenvolvimento e
manutencdo de sua estrutura fisica geral (125).

O padréo alimentar atual consiste em se alimentar a cada 3 ou 4 horas. Entretanto, nas
sociedades modernas, tal padréo resulta em cerca de trés refei¢fes e trés lanches por dia que,
nos Ultimos 50 anos, tiveram a adicdo de alimentos com alto teor caldrico.
Concomitantemente a isto esta o aumento do sedentarismo, cenario que contribuiu para o
surgimento da obesidade e doengas relacionadas (126,127).

Existem diversos relatos na literatura dos beneficios da dieta convencional de restri¢éo
caldrica continua, que é definida como uma redugdo na ingestdo energética com manutencao
da nutricdo, ou ainda, como uma reducgéo crénica de 20 a 40% na ingestdo caldrica didria com
manutencdo da frequéncia alimentar (18,128). Esta reducdo pode levar a uma extensdo da
vida media ou maxima em uma ampla gama de organismos. Em roedores, por exemplo, tanto
a restricdo calérica moderada (20-40%) quanto a elevada (55-65%) s&o capazes de gerar tais
resultados (129-131).
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Os efeitos da restricdo caldrica continua no aumento da longevidade s&o
frequentemente acompanhados pela atenuacdo de doencas relacionadas ao envelhecimento e
mortalidade em camundongos, ratos e primatas ndo humanos - tais como: miocardiopatia
relacionada a idade, diabetes, hipertensdo e processos neoplasicos (18,19,132-135).

Os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pelos efeitos protetores da
restricdo caldrica continua provavelmente evoluiram a partir de procariotos que, ha bilhdes de
anos atras, tentavam sobreviver em um ambiente quase que completamente desprovido de
fontes de energia, e precisavam evitar danos dependentes da idade, que poderiam
comprometer sua sobrevivéncia (18,136).

Como consequéncia da menor ingesta energética promovida pela restricdo calérica
continua, observa-se a reducdo do peso (massa corporal total) e a diminuicdo da adiposidade
(percentual de gordura ou massa de tecido adiposo branco). Em humanos, enquanto 0s riscos
de diabetes, hipertensdo e dislipidemia aumentam a partir de um IMC em torno de 21kg/m?,
reduzindo assim a expectativa de vida (29), a perda de peso moderada (menos de 10% da
massa coporal total) é capaz de reduzir em 30% a 40% a mortalidade relacionada ao diabetes,
com sobrevida de 4 anos para os individuos que perderam 10 kg em seu primeiro ano de
doenca (29,137-139).

A implementacdo da restri¢do caldrica continua no cotidiano da populagéo, no entanto,
é limitada pela dificuldade dos individuos em aderir as dietas convencionais de
emagrecimento. Isso ocorre por conta das alteracdes neurobioldgicas que favorecem o ganho
de peso, tais como aumentos abruptos nos niveis de dopamina no sistema de recompensa do
cérebro desencadeados pela comida, e também porque as dietas exigem um controle continuo
e restritivo da alimentacéo diaria (140).

Os neuropeptidios que atuam no hipotalamo regulando o balanco energético também
modulam a atividade dos neurbnios dopaminérgicos e de suas projecbes em regides
envolvidas com os mecanismos de recompensa desencadeados pela comida. Assim, 0 acesso
repetido a alimentos altamente palataveis favorece a associagdo entre consumo alimentar e
prazer, e parece desencadear respostas em alguns individuos (humanos e animais
experimentais) relacionadas principalmente a ativacdo de vias dopaminérgicas envolvidas
com motivagéo, condicionamento, auto-controle e reatividade ao stress. Os estimulos tendem
a ser tdo intensos que podem diminuir a populacdo de receptores dopaminérgicos, resultando
em padrdes de consumo alimentar cada vez maiores, semelhante ao observado em casos de
adiccdo (dependéncia) por drogas. Logo, a busca por recompensa supera 0S Processos

inibitérios que sinalizam a saciedade, resultando em perda de controle e em um padréo
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compulsivo de ingestdo de alimentos, caracterizando assim a obesidade como uma doenca
relacionada, em muitos casos, a adic¢do alimentar (do inglés “food addiction”) (141-144).

Conforme dito anteriormente, além da restricdo na quantidade, a qualidade dos
alimentos consumidos também desempenha um papel muito importante na manutencdo da
salde dos individuos. A ingestdo de acidos graxos saturados, por exemplo, induz inflamagéo
no hipotadlamo em um processo mediado pelas células da glia, que pode levar a alteracbes na
funcdo neuronal e resultar em disturbios na resposta a leptina (145-150).

Assim, a obesidade ¢é o resultado de um comportamento inadequado na escolha e na
ingestdo dos alimentos, combinado com um desequilibrio entre 0 consumo e o gasto de
calorias (balanco energético positivo). Além da restricdo caldrica continua (ou dieta
convencional), as intervencdes tradicionais de combate a obesidade e ao sobrepeso também se
baseiam no aumento da atividade fisica regular para a correcdo deste desbalango energético

caracteristicos dos individuos com obesidade e sobrepeso.

1.3.1.2 Exercicio fisico aerébico crénico

O exercicio fisico é qualquer movimento corporal de carater planejado, estruturado e
repetitivo produzido pela contracdo dos musculos esqueléticos e que resulta em gasto de
energia. No dia a dia, pode ser categorizado por atividades ocupacionais, esportivas,
condicionantes e domésticas, cuja quantidade pode variar consideravelmente entre 0s
individuos, assim como em uma mesma pessoa ao longo do tempo (151).

O exercicio fisico atua especialmente no aumento da capacidade aerdbia, diminuicao
da massa corporal total (peso) e do percentual de gordura (tecido adiposo branco) em animais
e humanaos, visto que é capaz de promover adaptacdes estruturais e funcionais no coracdo e na
rede de vasos sanguineos, favorecendo: 1) aumento nas dimensOes finais de diastole; 2)
bradicardia de repouso; 3) utilizacdo de substratos energéticos; e 4) aumento da capacidade
antioxidante. Portanto, age na prevencao e tratamento de doengas coronarianas e aterosclerose
(152).

Dados da literatura trazem evidéncias de uma relacdo direta entre exercicio e saude
vascular, como na manutencdo da funcdo da barreira endotelial relacionada ao aumento do
fluxo sanguineo, resultando em aumento da expressdo de eNOS e maior liberagdo de NO e

prostaciclina (PGI2), potentes vasodilatadores e inibidores da agregacdo plaquetaria
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(67,153,154). A longo prazo, o exercicio fisico promove a diminui¢do da producdo de ROS,
evitando danos celulares promovidos pelo estresse oxidativo (67,153,154).

Além disso, individuos que permanecem sentados por longos periodos tém reduzida
sua exposicdo continua ao shear stress vascular, o que favorece a disfuncdo endotelial nos
membros inferiores (155,156), enquanto o aumento do numero e do calibre dos vasos
sanguineos promovidos pelo exercicio, especialmente na microcirculagdo do mausculo
esquelético, favorecem uma maior perfusdo sanguinea e a difusdo de oxigénio para os tecidos.
Tais alteracbes tém sido associadas a hipoxia ou fatores mecanicos, como aumento do fluxo
sanguineo e shear stress, que levam a producdo de NO e VEGF — este, em especial, causa
uma maior permeabilidade vascular, fazendo com que as proteinas plasmaéticas, a fibrina e o
plasma extravasem, o que aumenta a migracdo das células endoteliais para o local de
formacéo dos novos capilares (152,157)

O exercicio também provoca alteracGes fisiologicas e bioquimicas na musculatura
estriada esquelética, como aumento do ndmero e tamanho das mitocdndrias, com
consequente aumento da capacidade respiratdria mitocondrial, assim como aumento no
calibre e no nimero de vasos sanguineos da musculatura esquelética (152,158,159) e melhora
no balango redox que pode, pelo menos em parte, ser atribuido a elevada biodisponibilidade
de NO (160,161).

As adaptacBes bioquimicas induzidas pelo exercicio crénico ou continuo promovem
um aumento na capacidade oxidativa muscular, pelo aumento na atividade de enzimas-chave
da beta-oxidacdo, via metabdlica especifica de oxidacdo dos acidos graxos, além de também
sinalizar e aumentar a velocidade de outras vias metabdlicas oxidativas de ressintese de ATP,
tais como o ciclo de Krebs e da cadeia respiratdria mitocondrial (162). Desta forma,
promovem a prevencdo e reducdo do acumulo de tecido adiposo branco, modificacbes
benéficas nos componentes da sindrome metabdlica e reducdo da gordura visceral, do
colesterol total e dos triglicerideos sanguineos (160,163,164).

A pratica regular de exercicio fisico diminui o risco de desenvolver diabetes do tipo 2
e pode reduzir, direta ou indiretamente, o risco de eventos vasculares, uma vez que o masculo
esquelético constitui aproximadamente 40% do peso corporal total, sendo responsavel por
30% do gasto energético e considerado o mais importante determinante da sensibilidade
vascular periférica a insulina, visto que também é um local importante para a captacéo,
armazenamento e liberacdo de glicose (153,165).

Todas as adaptacBes supracitadas dependem principalmente das caracteristicas do

exercicio adotado, tais como sua intensidade e tempo de duragdo (152,158). Estudos
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observacionais relataram diminuicdo do nimero de eventos coronarianos em individuos que
realizavam exercicio fisico regular, sendo que até 1 hora de caminhada por semana esta
associada a menor risco de doenca cardiaca coronariana (166—169).

Diversos 6rgdos de saude, como o American College of Sports Medicine, American
Heart Association, American Diabete Association e a Sociedade Brasileira de Cardiologia,
emitiram recomendagdes para exercicio fisico aerdbio e treinamento de resisténcia para
adultos saudaveis entre 18 e 65 anos de idade. Estas sdo importantes estratégias para aumentar
0 gasto energético, assim como para o tratamento ndo-farmacologico do sobrepeso e da
obesidade e suas comorbidades, com a vantagem de serem bastante acessiveis a varias
populacdes de individuos (153,166,170,171).

Apesar de promover efeitos benéficos para a saude e sua pratica regular preservar a
massa magra, atenuar expressivamente diversos fatores de risco cardiovascular e evitar o
reganho de peso, o exercicio isoladamente ndo é capaz de provocar uma perda de massa
corporal (tecido adiposo branco) tdo intensa quando comparado a dieta hipocalorica (172).

Vale destacar que, apesar dos efeitos positivos relatados, existe uma preocupacdo em
relacdo ao risco de eventos cardiacos induzidos pelo préprio exercicio, sendo este maior entre
pacientes sedentérios, que decidam realizar exercicios vigorosos abruptamente, e naqueles
com histérico de doenca cardiovascular. Porém, os riscos associados ao exercicio sdo
superados pelos seus potenciais beneficios, a0 menos na maioria dos pacientes, e podem ser
reduzidos por uma devida atencdo aos sintomas, durante ou apds a execucdo dos treinos, e
através de um treinamento onde seja aumentada gradualmente a intensidade da atividade
fisica (166).

1.3.2.3 Jejum intermitente ou restri¢do calorica intermitente

Um dos principais desafios no manejo da obesidade € a perda de peso, que,
geralmente, ndo é sustentada a longo prazo, e a maioria dos pacientes recupera o peso inicial
ao longo do tempo. Apesar do controle do balanco energético e da massa corporal serem
reconhecidamente benéficos e capazes de melhorar os marcadores cardiometabdlicos
associados a obesidade e sobrepeso, a dieta convencional e o exercicio fisico regular
tradicionalmente aplicados para perda de peso apresentam baixa adesdo. Mesmo quando a

reducdo de massa consegue ser mantida por um tempo prolongado, alguns dos beneficios
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alcancados com o exercicio fisico, como a melhora na sensibilidade a insulina, podem ser
atenuados pela ndo conformidade as recomendacdes profissionais (29,145,173-177).

Embora a motivacdo reduzida e a baixa adesdo a dieta convencional de restricdo
caldrica continua estejam envolvidas na recuperacdo do peso, sabe-se que a perda de peso em
si é responsavel por diversas adaptacGes metabdlicas que aumentam o risco de insucesso da
dieta e favorecem recaidas, tais como: 1) reducdo no gasto energético total, favorecida por
uma reducdo na taxa metabolica; 2) reducdo na oxidacdo de gordura; e 3) aumento no impulso
de comer. Vale lembrar que, além do envolvimento das vias dopaminérgicas de recompensa, a
perda de peso também gera alteragdes nos hormonios reguladores do apetite, incluindo
aumento nas concentragdes dos horménios orexigenos (ex. grelina) e uma reducdo dos
anorexigenos, como a colecistocinina (CCK) e o peptideo glucagon simile-1 (GLP-1), cenario
que favorece o0 aumento da fome e diminui a sensacao de plenitude (173,176,178-185).

Portanto, novas estratégias sustentaveis e eficazes de restricdo de energia sdo
necessarias. Neste ambito, a restricdo caldrica intermitente ou restricdo intermitente de
energia, mais conhecida como jejum intermitente, tem se destacado na literatura como uma
estratégia tdo efetiva quanto a dieta convencional na perda de peso, reducdo da gordura
corporal (140,186,187), com menor perda de massa magra (173,188,189). O jejum
intermitente resulta em perda de massa corporal, acompanhada por reducéo do tecido adiposo
branco (190-192).

O jejum intermitente promove melhora da sensibilidade a insulina através da ativacao
de vias bioldgicas similares as alteradas pela dieta convencional (22,23,129), sendo mais
eficiente que esta ultima (126,193).

Em roedores, 0 jejum intermitente pode prevenir ou melhorar todos os aspectos da
sindrome metabdlica, atraves de alteracGes como: 1) reducdo da gordura visceral, inflamacgéo
e pressao arterial; 2) maior sensibilidade a insulina, mesmo sem uma reducdo importante no
peso corporal; 3) melhora nas capacidades funcionais dos sistemas nervoso, neuromuscular e
cardiovascular (18,126,193,194).

O jejum intermitente também atua suprimindo a inflamacdo em seres humanos e
modelos animais de doengas (19,126). O jejum resulta na reducdo dos niveis de insulina e
leptina, e na elevagdo dos niveis de adiponectina e grelina. Ao aumentar a sensibilidade a
insulina e a leptina, o jejum atua suprimindo a inflamagéo e estimulando a autofagia, e atenua
as principais anormalidades associadas a sindrome metabolica em roedores. Em humanos, o
jejum intermitente pode provocar altera¢cfes na microbiota intestinal, que também protegem

contra a sindrome metabdlica (18,195-197). Mulheres com obesidade que mudaram sua dieta
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de mudltiplas refei¢bes diarias para a restricdo de energia em dias alternados apresentaram
reducdes significativas nos niveis circulantes de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a ¢
IL-6 (126).

Em comparacdo com condi¢des habituais de alimentacdo (livre ou ad libitum), os
animais de laboratério mantidos sob protocolos de jejum intermitente exibem respostas
melhoradas ao stress adaptativo - processo no qual a exposicdo de células e organismos a um
estresse leve resulta em respostas adaptativas que protegem contra um estresse mais Severo -
aos niveis molecular, celular e dos 6rgéos (19). O jejum em dias alternados previne o estresse
oxidativo, em neurbnios de modelos animais de doencgas neurodegenerativas, incluindo as
doencas de Alzheimer e Parkinson, e também pode proteger o coracdo contra danos
isquémicos em modelo animal de infarto do miocéardio (126). Em ratos, o jejum intermitente
parece aumentar a resisténcia neuronal a lesdo, independente de alteracdo no peso coroporal
(190,193).

O jejum intermitente pode ser uma alternativa interessante para pacientes que nao se
adequaram a tradicional restricdo calorica continua visto que o jejum ndo exige do individuo
um controle alimentar diario, propondo restricbes apenas durante periodos especificos,
podendo gerar adaptacdes positivas durante o estdgio de reducdo de peso por repetidas
melhorias rapidas no controle metabolico a cada restricdo de energia (18,19,128,198). O
jejum intermitente pressupde alteracdes na frequéncia alimentar, com periodos de ingestao
calérica muito restrita (ou de jejum absoluto) intercalados a alimentacdo livre (140,199)
sendo, portanto, distinto da dieta convencional, na qual a ingestdo caldrica diaria é reduzida
cronicamente em 20 a 40%, mas a frequéncia das refei¢ces é mantida (18).

Os protocolos atuais de jejum intermitente apresentam muitas variacdes em relagao
aos periodos de restricdo caldrica adotados (nimero de horas ou de dias), a frequéncia destes
periodos (quantas vezes por semana ou por més) e a duracdo total da intervencdo (semanas ou
meses). Porém, a premissa basica envolve fazer pausas periddicas na ingestdo de calorias
(190).

Alguns protocolos conhecidos de jejum intermitente incluem: 1) jejum de até 24 horas,
uma ou duas vezes por semana, com ingestdo livre de alimentos nos dias restantes; 2) a
chamada “alimentacdo com horario restrito”, que compreende comer por apenas 8 horas/dia e,
em seguida, jejuar durante as outras 16 horas restantes; 3) “jejum em dias alternados”, onde
um “dia de jejum” total ou com ingestdo restrita de alimentos (reducéo de cerca de 25% das
necessidades energéticas) ¢é alternado com um “dia de alimentacdo”, onde o consumo € livre

durante 24 horas; e a 4)“Dieta 5:2”, ou jejum prolongado periodico, que consiste em um
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periodo de dois dias consecutivos (48 horas continuas) de restricdo de energia por semana,
durante o qual os individuos tm um consumo energético muito reduzido (aproximadamente
500/dia calorias para mulheres e 600/dia calorias para homens), que sdo combinados com 5
dias de alimentacédo habitual livre. Resumidamente, os dias de jejum podem variar entre 2 a 4
dias por semana, assim como o grau de restricdo alimentar nesses dias, de acordo com os
protocolos de cada estudo (19,23,140,173).

A capacidade de sobreviver a privacdo de alimentos é considerada uma adaptacao
vantajosa primitiva, um componente de resposta homeodinamica dos sistemas Vvivos as
mudangas ambientais. A capacidade de funcionar em alto nivel, tanto fisica quanto
mentalmente, durante periodos de jejum pode ter sido de fundamental importancia para nossa
evolucdo ao longo da historia e, consequentemente, muitas adaptacdes para um suprimento
alimentar intermitente estdo conservadas entre os mamiferos, incluindo 6érgdos para a
captacdo e armazenamento de glicose rapidamente mobilizavel (reservas de glicogénio
hepético) e substratos energéticos de maior duragdo, como os acidos graxos no tecido adiposo
(126).

Portanto, quando mudamos de uma alimentacdo de trés refeicbes completas por dia
para um regime de jejum intermitente sdo observadas diversas mudangas no metabolismo
energético, caracterizadas pelo aumento da sensibilidade a insulina e leptina, mobilizacdo de
acidos graxos e elevacdo dos niveis de corpos cetbnicos — em especial o beta-hidroxibutirato
(BOHB) — que tem efeitos benéficos nas células com alta demanda de energia, como 0s
neurdnios (126,200,201). Logo, podemos dizer que o jejum resulta em cetogénese e por isso
promove mudancas nas vias metabdlicas e processos celulares relacionados com resisténcia
ao estresse, lipdlise e autofagia (18).

Portanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar como mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na manutencdo da frequéncia alimentar, na restricdo calorica
intermitente e na alimentacdo com restricdo de tempo podem afetar a satde e a suscetibilidade
a doengas.
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2.1 Objetivo g

49

eral

O objetivo central deste trabalho ¢é avaliar os efeitos do jejum intermitente (restricao

caldrica intermitente) na microcirculcdo e nos marcadores de risco cardiometabolico de

animais (hamsters) submetidos ou ndo a uma dieta hiperlipidica, e comparéa-los com os

tratamentos ndo farmacoldgicos tradicionais contra a obesidade - dieta convencional de

restricao calori

ca continua e treinamento com exercicio fisico aerébico crénico.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente, no presente estudo avaliamos 0s seguintes parametros:

a) biométricos: medida final e variacdo da massa corporal total por
pesagem em balanca, e avaliacdo da composicdo corporal por densitometria
com emissdo de raios-X de dupla energia (DEXA);

b) nutricionais: controle da ingesta de ragéo;

c) metabdlicos: medida da glicemia e avaliagdo do perfil lipidico em
amostras de soro;

d) microvascular: avaliacdo da permeabilidade a macromoléculas em
resposta a isquemia/reperfusdo através de experimentos de microscopia
intravital usando a preparacdo da bolsa da bochecha do hamster;

e) moleculares: determinacdo da expressdo protéica das enzimas
envolvidas na sintese de o0xido nitrico (formas constitutiva endotelial — eNOS e
induzivel - iINOS) nos tecidos do coracgéo e aorta por imunodetecgéo;

f) capacidade fisica: avaliagdo do condicionamento cardiorespiratorio
dos animais em resposta ao treinamento com exercicio fisico aerébico cronico

realizado por corrida em esteira rolante motorizada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo animal e desenho experimental

Os experimentos foram realizados em hamsters sirios (Mesocricetus auratus). Todos
0s animais eram machos e provenientes de colonias de criagdo da ANILAB (Paulinia, SP,
Brasil), chegando ao laboratério logo apds o periodo de desmame (aproximadamente 21 dias
apos 0 nascimento), com massa corporal inicial em torno de 60 - 70g.

Durante o periodo experimental de 20 semanas, 0s animais foram alojados variando
entre 5 a 8 individuos por gaiola e mantidos em um ambiente com temperatura controlada (23
+ 2°C) sob um ciclo diurno/ noturno (12:12h) regulado por temporizador. Os animais tiveram
acesso livre a dgua e comida - com excecdo de dois grupos (listados a seguir) que, durante o
periodo de intervencdo, realizaram periodos de jejum intermitente, ou seja, sofreram privacao
total de racdo, mas com acesso livre a agua.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Experimentacdo Animal da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro — Protocolo: CEUA/039/2015. Todos os procedimentos invasivos
foram realizados sob anestesia com uma mistura de cloridrato de ketamina e xilazina (dose de
17 mg/100g e 0,8mg/100g, respectivamente, de peso corporal do animal) de acordo com o
Manual de Manipulacdo de Animais de Laboratorio da FIOCRUZ e com o Guia para Cuidado
e Uso de Animais de Laboratério publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos (Publicagcdo NIH n° 85-23, revisado em 1996).

Um total de cento e oitenta e sete hamsters machos entraram neste estudo. O desenho
experimental e 0s grupos estdo descritos abaixo e detalhados na Figura 10. Ao chegarem ao
laboratério, no 21° dia apds o nascimento, os hamsters foram distribuidos uniformemente em
dois grupos principais de acordo com sua massa corporal inicial e foram alimentados com
racdo padrdo ou hiperlipidica por doze semanas (periodo de engorda). As caracteristicas
nutricionais das ra¢des padrdo e hiperlipidica podem ser vistas em detalhes nas Tabelas 1 e 2.

Da décima segunda a vigésima semana (periodo de intervencao), os animais foram
divididos de acordo com o tipo de racdo e sua massa corporal em sete grupos experimentais:
1) CT (controle alimentado com racdo padrdo; n = 20), 2) CTEX (controle alimentado com
racdo padrdo associada a uma rotina de exercicios; n = 16), 3) HL (racdo hiperlipidica; n =

17), 4) HLRC (racdo hiperlipidica durante a engorda, mas retorno a ragdo padréo, que
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corresponde a dieta convencional ou de restri¢do calérica continua, no periodo de intervencao;
n =17), 5) HLJP (rac&o hiperlipidica associada a 48 horas de jejum por semana, no padrao de
5 dias de alimentacdo ad libitum e 2 dias consecutivos de jejum por semana -“dieta 5: 2”; n =
17), 6) HLJA (racdo hiperlipidica associada a dois periodos de jejum de 24 horas em dias
alternados por semana, no padréo de 5 dias de alimentagédo ad libitum e 2 dias de jejum né&o
consecutivos por semana; n = 17), 7) HLEX (racdo hiperlipidica associada a um rotina de

exercicios; n = 16). Todos os animais tiveram acesso irrestrito a agua.

Figura 10 - Desenho experimental e grupos de tratamento

Periodo de Engorda

(12 semanas)

Periodo de Intervencao

(8 semanas)

CT = Racéo padréo

Racéo padrdo/ Sem intervencao

CTEX = Racdo padréo

Racéo padrdo + EX

HL = Rac&o hiperlipidica

Racdo hiperlipidica/ Sem intervencao

HLRC = Racéo hiperlipidica

Racéo padrdo = RC

HLJP = Ragdo hiperlipidica

Racdo hiperlipidica + JP

HLJA = Rac&o hiperlipidica

Racdo hiperlipidica + JA

HLEX = Racéo hiperlipidica

Racéo hiperlipidica + EX

EXPERIMENTOS

Legenda: EX = exercicio aerébio crénico (1 hora de treinamento por dia, 5 dias por semana); RC = Restri¢do
calérica continua; JP = Jejum intermitente periddico (48h consecutivas de jejum por semana); JA =
Jejum intermitente alternado (24 h de jejum em 2 dias alternados por semana).

A racdo hiperlipidica tem como base o farelo da racdo padrdo (Nuvital, Nuvilab —
Colombro, PR, Brasil) com aumento significativo no teor de gordura através da adicdo de
gordura vegetal hidrogenada, previamente derretida, e leite condensado (Tabelas 1 e 2) (202).
A composicdo desta dieta tem como base protocolo previamente publicado, sendo
comprovadamente eficaz para gerar ganho significativo de massa corporal nos animais, assim
como alteragdes tipicas da obesidade nos resultados de experimentos para avaliagdo da fungéo

microvascular (202).
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Tabela 1 - Composicdo da racdo hiperlipidica e da racdo padrdo

Componentes Racédo Hiperlipidica (%0) Racao padrao (%)
Racéo para hamster! 60 100

Gordura hidrogenada? 25 -

Leite condensado® 15 -

! Rag&o para hamster padrdo: Nuvital, Nuvilab - Colombro, PR, Brasil;
2Gordura hidrogenada: Primor - SC, Brasil;
8 Leite condensado: Nestlé - SP, Brasil.

Tabela 2. Nutrientes da racdo hiperlipidica e da racdo padrao.

Nutrientes Racdo Hiperlipidica (%0) Racdo padréo (%)
Proteina 15 23

Gordura 30 6

Carboidrato 55 71

Energia (Kcal/g) 55 4,28

Um conjunto (n) diferente de animais foi utilizado exclusivamente para avaliagdo da
permeabilidade microvascular, pois o protocolo deste experimento € longo
(aproximadamente 3 horas) e requer a aplicacdo de anestésicos e corante, além de
procedimentos cirargicos invasivos. Vale ressaltar que foram utilizadas as mesmas
condigOes experimentais e grupos listados anteriormente: CT (n = 11), CTEX (n =9), HL (n
=7), HLRC (n = 11), HLJP (n = 7) , HLJA (n = 10), HLEX (n = 12).

O consumo de racdo durante o periodo de tratamento foi registrado semanalmente
para cada gaiola para estimar a ingestdo de racdo por animal e para cada grupo de
tratamento. Para HLJA e HLJP, grupos submetidos a protocolos de jejum intermitente, a
racdo foi colocada e retirada das gaiolas no mesmo horario todas as vezes, respeitando 0s

intervalos especificos de cada restricdo (24 ou 48 horas).

3.2 Protocolo de exercicio e teste de capacidade fisica

3.2.1 Teste de Exercicio Incremental

Os animais dos grupos CTEX e HFEX foram adaptados durante 4 dias, a velocidade
de 5 a 10 m/min por 10 minutos, em esteira rolante motorizada (AVS Projetos, Sdo Carlos,
SP). Apos esse periodo, ambos 0s grupos realizaram um teste de esforco maximo em uma
esteira rolante individual (Panlab, Havard Apparatus, Barcelona, Espanha) para avaliar a

capacidade fisica maxima e calcular a carga de trabalho a ser utilizada nas sessGes de
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exercicio. O protocolo de teste adotado foi escalonado, no qual ocorreu incremento de
velocidade de 3 m/min, a cada 3 minutos, até a exaustdo do animal. O critério adotado para
interrupcao do teste maximo foi a observacao de fadiga no animal, identificada quando este
permanecia por mais de 10 segundos na grade de choque (2,0 mA) e ndo dava continuidade a

corrida.

3.2.2 Protocolo de treinamento aerébio

Apds o teste maximo, os animais realizaram treinos de corrida em esteira rolante
motorizada (AVS Projetos, S&o Carlos, SP) durante 5 dias por semana, por 60 minutos. A
sessdo de treinamento consistiu em 5 minutos de aquecimento a uma velocidade de 5 m/min,
seguido de corrida continua a 65-70% da velocidade maxima de teste. Tanto a duracdo quanto
a intensidade do treinamento foram prescritas com base nas diretrizes correntes para

programas de emagrecimento e melhora da aptidao fisica geral (203).

3.3 Glicemia

Ao final do periodo experimental, uma gota de sangue foi coletada por puncdo venosa
na pata dos animais e colocada no monitor de glicose (Accu-Chek Active, Roche Diabetes
Care Brasil, Sdo Paulo — SP, Brasil ) para quantificar a glicemia.

Né&o foi possivel realizar jejum prévio nos animais por dificuldades metodoldgicas.
Evitamos submeter 0s animais ao jejum para que estivessem menos estressados possivel, para
facilitar a manipulacdo destes durante a medida da glicemia e também prevenir reacdes
adversas durante aplicacdo de anestesia, realizada em seguida para os experimentos de
avaliacdo da composicao corporal.

3.4 Massa corporal total e composicédo corporal

A massa corporal total de cada animal foi monitorada semanalmente, durante todo o
perido experimental, atraves de pesagem em balanca convencional.

Merecem destaque trés importantes registros de peso corporal, sdo eles: 1) Pl ou peso
inicial, medido logo apds a chegada dos animais ao laboratério; 2) PE ou peso de engorda,

que corresponde a massa corporal alcancada apds 12 semanas de alimentacdo com racgdo
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padrdo ou hiperlipidica; e 3) PF ou peso final, determinado ao final do periodo experimental,
apos 8 semanas de intervengao.

Para fins de comparacao entre ganho e perda de peso entre os grupos de estudo, foi
calculada a razdo da massa corporal (razdo MC) dos animais dividindo-se o peso final (PF)

pelo peso de engorda (PE), segundo a formula:

PF / PE 1)

A composicao corporal dos animais foi avaliada ao final do periodo experimental. O
método utilizado para a afericdo da composicao corporal foi a densitometria com emissao de
raios-X de dupla energia — DEXA (Lunar iDXA, G.E. HealthCare®, Madison, WI, EUA) e 0s
exames foram realizados no Laboratorio de Avaliacdo Nutricional, do Instituto de Nutricdo da
UERJ (LAN-INU, UERJ).

O método DEXA divide o peso corporal em componentes de tecido magro, adiposo e
0sseo, sendo considerado referéncia para avaliacdo da composi¢do corporal, além de ser
preciso e de baixa exposicdo a radiacgéo.

Os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal com uma mistura de
cloridrato de ketamina (Venco, Londrina PR, Brasil) e xilazina (Syntec, Santa de Parnaiba SP,
Brasil), com a dose minima necessaria para um sono leve (17 mg/ 100g de peso corporal e 0,8
mg/ 100g de peso corporal, respectivamente, ou menos). Em seguida, foram posicionados em
decubito ventral com a cauda alinhada a coluna vertebral na superficie do equipamento em
que foi realizado o scanner. O equipamento foi devidamente calibrado e as equagOes para
estimativa da composicdo corporal de pequenos animais foram utilizadas pelo software do

equipamento, seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.5 Coleta de sangue e tecidos

Um dia apo6s a analise da composicgéo corporal, foram coletadas amostras de sangue e
tecido. Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados sob anestesia induzida por
injecdo intraperitoneal com uma mistura de cloridrato de ketamina (17 mg/ 100g peso
corporal) e xilazina (0,8 mg/ 100g peso corporal). A amostra de sangue foi coletada da veia
cava inferior e, ap6s 30 min de repouso na bancada, foi centrifugada a 3000 rpm (1620 rcf)

por 10 min a 4°C (Centrifuga Eppendorf modelo 5804R, Hamburg, Alemanha) O soro foi
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coletado e armazenado a -80°C em ultra-freezer (Thermo Scientific Revco ULT 390-3D,
Thermo Fisher Scientific, MA, EUA para posteriores analises. O coragdo do animal foi, entéo,
excisado, a aorta toracica dissecada e uma amostra do ventriculo esquerdo foi retirada. Os
animais foram sacrificados com exsanguinacéo e as amostras de tecido foram congeladas com

nitrogénio e armazenadas em freezer a -80°C.

3.6 Perfil lipidico

As determinacdes de triglicerideos totais e colesterol total foram realizadas por ensaio
enzimatico colorimétrico usando kits comerciais Bioclin (Belo Horizonte, MG, Brasil) de
Colesterol Monoreagente (K083-3) e Triglicerideos Monoreagentes (K117-3) com
sensibilidade de 1.472 mg/dL e 2,58 mg/dL, respectivamente.

Para a realizacdo dos ensaios, as amostras de soro estocadas foram descongeladas sob
refrigeracdo e as amostras lipémicas foram previamente diluidas com NaCl a 0,9% na
proporcdo de 1:2. Os reagentes do kit e amostras foram homegeneizados em vortex e, em uma
placa de 96 pocos, com fundo reto e transparente, foi adicionada a solucdo reagente e soro
(em triplicata), ou solucdo padrdo do Kkit, conforme instrucbes do fabricante. Apoés
homogeneizacdo, as placas foram incubadas em banho seco a 37°C, sob agitacdo, por 10
minutos. A seguir, foi realizada a leitura a 500 nm (490 a 540 nm) em em um leitor universal
de microplacas (Bio Tek modelo ELX 800, Winooski, VT, EUA) acertando 0 zero como
branco e utilizando o software KC Junior (Bio Tek, Winooski, VT, EUA) para determinacéo
das absorbancias de cada amostra.

A concentracdo de lipideos nas amostras de soro foi calculada de acordo com as
férmulas abaixo, fornecidas pelo fabricante:

Colesterol (mg/dL) = absorbancia da amostra x 200 (@)

absorbéancia do padrao

Triglicerideos (mg/dL) = absorbéancia da amostra x 100 (3)

absorbéancia do padrao
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3.7 Extracdo de proteinas

Fragmentos de tecido cardiaco e aorta (aproximadamente 0,06g) foram lisados
mecanicamente por homogeneizagdo com Potter-Elvehjem em 500 pL e 300 pL de tampéo
RIPA, respectivamente [Tris-HCI 1M (pH 7,4); NaCl 1M; NasP.O7 0,5M; NaVOs 0,5M;
PMSF 200mM; SDS 1%; inibidor de protease (Pl 11836170001; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA); Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)]. Para a aorta, foram feitas
etapas adicionais de rotacdo do homogenato por 30 minutos e pulsos de ultrassom de 30
segundos a 90% da frequéncia. Para ambos os tecidos foi feita centrifugacao a 3000 g, por 10
minutos a 4°C, seguida de homogeneizacdo. A concentracdo de proteina total foi determinada
pelo kit comercial BCA Protein Assay Kit (PIERCE, ThermoScientific, Rockford, IL, EUA).

3.8 Imunodeteccao para avaliar a expressao protéica tecidual de eNOS e INOS

Para a imunodeteccdo, 50 ug de proteinas das amostras teciduais foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (7,5% SDS-PAGE). As proteinas foram transferidas
para uma membrana de PVDF e coradas com vermelho de Ponceau para calcular o conteudo
relativo de proteina de cada faixa e essa quantificacdo foi usada como controle interno (204).
O vermelho de Ponceau foi usado como controle interno ja que a beta-actina e a tubulina
foram moduladas pela dieta hiperlipidica e pelo exercicio fisico.

As membranas foram entdo lavadas, bloqueadas com 5% de leite desnatado e
incubadas com anticorpos anti-eNOS monoclonal de camundongo (1:250; 610600, R&D
Systems, Mineépolis, Minnesota, EUA) ou anti-eNOS monoclonal de camundongo (1:1.000;
610297, R&D Systems, Mineapolis, Minnesota, EUA) por 1 hora em temperatura ambiente.
Apds extensas lavagens em TBS-Tween, as membranas de PVDF foram incubadas por 2 h em
temperatura ambiente com um anticorpo secundario conjugado com peroxidase (GE
Healthcare-NA931) na concentracdo 1:10.000 e a revelacdo feita com o sistema enhanced
chemiluminescence (ECL). Proteinas imunorreativas foram visualizadas usando o sistema
ECL (BIO-RAD, California, EUA) no sistema de aquisicdo de imagens ChemiDoc XRS
(BIO-RAD, Califérnia, EUA).
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3.9 Permeabilidade microvascular a macromoléculas

Para avaliar a permeabilidade microvascular a macromoléculas, escolhemos como
modelo experimental a bolsa da bochecha do hamster, que compreende uma estrutura
distensivel e semelhante a um saco, localizada dentro da cavidade bucal.

Segue, abaixo, esquema ilustrativo com as etapas do experimento, que serdo

detalhadas a seguir.

Figura 11 - Esquema com etapas do experimento de permeabilidade a macromoléculas por
isquemia-reperfusdo na bolsa da bochecha

45 min 30 min 1 min 30 min IS minI 10 min | 15 minJ
da bochecha Leaks
(Basal) he

i Preparacéo da bolsa Acomodagéo N° Isquemia

N° Leaks (Reperfuséo)

3.9.1 Preparacdo da bolsa da bochecha do hamster

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados sob anestesia conforme descrito
anteriormente, e 0s animais foram mantidos com a-cloralose (7,5mg/ 100g de peso corporal)
(Sigma Chemicals, St. Louis MO, EUA).

A veia femoral direita foi canulada com o uso de um tubo de polietileno (PE 10 com
didmetro 0,28 mm interno/ 0,61 mm externo) para inje¢do do anestésico de manutencdo e do
marcador fluorescente FITC-dextrana (0,3mL/ 100g de massa corporal) usado para visualizar
0s pontos de extravasamento microvasculares (leaks).

Para facilitar a respiragdo, uma traqueostomia foi realizada e um tubo (PE 190) foi
inserido para facilitar a respiracdo espontanea (ar ambiente) e a temperatura corporal do
animal foi mantida constante, em torno de 36,5°C, durante todo o experimento com 0 uso de
uma manta aquecedora controlada por um termistor retal (Thermostat System, Uppsala
Processdata AB, Suécia).
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Os animais foram colocados em um estereomicroscépio (Nikon SMZ-1, Japdo) e a
bolsa da bochecha foi suavemente evertida e montada em uma camara experimental (Figura
12, A e B), conforme previamente descrito por Duling (109) e Svensjo et al. (97) e
modificado por Persson et al. (205) e por Bouskela e Grampp (206). Resumidamente, a
porcéo distal ndo muscular da bolsa da bochecha foi fixada com o auxilio de pinos metalicos
em um anel de silicone, localizado na borda de uma placa de acrilico, onde uma preparacdo de
camada Unica foi montada (Figura 12, B). A superficie inferior da bolsa foi dissecada no
estereomicroscopio (magnificacdo de dez a dezesseis vezes) e o tecido conjuntivo frouxo que
cobria os microvasos foi removido, com o auxilio de instrumentos cirdrgicos, para permitir a
observacdo da microcirculacdo (Figura 12, C). A area final da preparacdo visualizada foi de
aproximadamente 1cm?.

Apdbs os procedimentos cirurgicos e término da retirada do tecido conjuntivo, o
marcador fluorescente FITC-dextrana 150 kDa (TdBConsultancy, Uppsala, Suecia) foi
injetado por via endovenosa (25mg/ 100g de peso corporal, solucdo a 5%). A preparagéo,
entdo, permaneceu em repouso por 30 minutos (periodo de acomodacéo) para a estabilizacao
da microcirculacdo. Apds esse periodo, foi observada a microcirculagdo em um microscopio
oOptico intravital Ortholux Il (Leica DMLFS, Wetzlar, Germany, ampliagdo x600).

Para que a preparacao da bolsa da bochecha fosse mantida durante todo o experimento
nas condi¢des mais proximas possiveis do seu ambiente fisioldgico, ela foi perfundida com
uma solucdo tamponada aquecida e uma mistura de gases borbulhou constantemente, afim de
manter a temperatura, o pH e a pressdo de oxigénio estaveis e dentro dos valores ideais
(Figura 13). Portanto, durante todo o experimento, a bolsa da bochecha permaneceu
totalmente submersa em uma solucdo tampdo com HCOs e HEPES, com fluxo e velocidade
de perfusdo constantes (4ml/min) através de uma bomba de perfusdo (PeristalticPumb P-3,
Pharmacia Fine Chemicals, Suécia).

Composicédo da solugdo tamponada: NaCl 110,0 mM; KCI 4,7 mM; CaCl, 2,0 mM;
MgSOs 1,2 mM; NaHCO3 18,0 mM; acido N’-2’-hidroxieltilpiperazine-N’-2-etanosulfonico
(HEPES) 15,39 mM; e, HEPES 14,61 mM.

A temperatura foi mantida a 36,5°C através do uso de um banho de aguecimento
(WWR Scientific modelo 1130 A, USA). Para manter o pH em 7,4 e a pressao de oxigénio na
preparacdo em torno de 12 a 15 mmHg, foi utilizada uma mistura de 95% de nitrogénio e 5%
de CO2 (White Martins Gases Especiais, Brasil).
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Figura 12 - Fotos das etapas de preparacdo da bolsa da bochecha do hamster

Legenda: a bolsa é evertida (A), fixada na placa de silicone (B) e dissecada, resultando em uma preparagdo de
camada Unica, mantida sob perfusdo constante com solucdo tamponada aquecida, e a microcirculacéo
vista em microscépio 6tico (objetiva de 5x de aumento) (C).

Figura 13 - Sistema de microscopia intravital: reservatorio com a solugdo HEPES (buffer
reservoir) conectado ao cilindro de gés, ao sistema de aquecimento (water bath e

serpentinas) e a uma bomba de perfusao (peristaltic pump)

£
Peristaltic s \

pump

Fonte: Esquema adaptado de Svensjd, 2005 (112)
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3.9.2 Protocolo de isquemia e reperfusdo

A lesdo por isquemia e reperfusdo foi o0 método escolhido como estimulo experimental
para ativacdo das células do leito vascular da bolsa da bochecha. Em nossos experimentos, a
isquemia foi realizada durante 30 minutos através de um torniquete de ar inflavel, colocado ao
redor da regido do “pescogo” do pediculo vascular da bolsa da bochecha, proximo a regido da
boca do hamster, com pressdo suficiente para inibir totalmente o fluxo sanguineo local,
conforme descrito anteriormente por Duling (109), Persson et al. (205), Svensjo (97) e por
Bouskela e Grampp (206) (Figura 14). A seguir, realizamos a liberagdo do torniquete, o tecido
foi reperfundido e pela visualizacdo do extravasamento do corante injetado foi possivel

realizar as medicOes de alteracGes da permeabilidade macromolecular.

Figura 14 — Imagens com a preparacdo da bolsa de bochecha do hamster montada na placa de
acrilico fixada com pinos metalicos no anel de silicone (A) e o torniquete inflavel
posicionado ao redor do pescoco da bolsa da bochecha preparado para iniciar a

isquemia (B)

B

T P e & .
Fonte: Imagens extraidas de Conceicéo et all, 2012 (207).

3.9.3 Microscopia intravital para avaliar a permeabilidade microvascular a macromoléculas

A permeabilidade a macromoléculas foi quantificada manualmente pela contagem do
nimero de pontos visiveis de extravasamento de corante (leaks) na area preparada (1cm?)
usando um microscopio de luz ultravioleta (aumento de 40x). Leaks sdo definidos como
pontos extravasculares visiveis (diametro de 100 mm) de FITC-dextrana em vénulas pos-
capilares vistas sob luz fluorescente (Figura 15). O nimero de leaks foi contado no inicio e
durante a reperfusdo ap6s 30 min de isquemia nos tempos 0, 5 e 10 min (TO, imediatamente
apos; T5, 5 min apos; e T10, 10 min apds a liberacdo do torniquete). As preparacdes que
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apresentavam mais de 10 leaks espontaneos ou petéquias no inicio do experimento foram
excluidas devido a danos anteriores ao tecido.

Finalizados os experimentos microvasculares, estes animais foram eutanasiados por
meio de injecdo de cloreto de potéssio (KCI 3M) e todos os esforcos foram feitos para

minimizar seu sofrimento durante todo o processo.

Figura 15 — As fotos exibem a microcirculagdo da bolsa da bochecha do hamster

Legenda: (A) vista ao microscépio 6tico com FITC-dextrana sob luz UV (objetiva de 10x); com destaque para 0s
leaks ou pontos de extravasamento microvascular (B), visualizados e contados durante o periodo de
reperfuséo.

3.10 Andlise Estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade, curtose e assimetria, e entdo
submetidos a métodos ndo paramétricos para todas as comparacdes e correlacbes. As
comparagOes pareadas foram feitas pelo teste U de Mann-Whitney (teste M-W U), e as
comparacg0es entre trés ou mais grupos foram feitas com teste Kruskal-Wallis ANOVA (K-W
ANOVA). Resultados significativos em K-W ANOVA foram analisados com o pos teste de
Dunn para determinar quais grupos eram significativamente diferentes uns dos outros. A
correlacdo entre pares de varidveis foi avaliada por meio da correlagdo de pontos de
Spearman. Em qualquer caso, o nivel de significancia foi conservadoramente definido como
0,01. Os pacotes estatisticos usados foram Statistica 8 [Stat Soft, Inc. (2007) e R versédo 3.6.1
(2019)] em execucéo no R Studio versdo 1.2.5001 (2019).



62

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo nutricional

Os dados do consumo alimentar durante o periodo de tratamento sdo exibidos em
calorias, por semana para cada grupo, na Figura 16. Ndo houve diferenca estatistica na
quantidade total de calorias ingeridas entre 0s grupos.

No entanto, o grupo HLRC apresentou um consumo calérico cerca de 50% maior que

o controle, e superior aos demais grupos também.

Figura 16 - Consumo de calorias no periodo de intervencéo (8 semanas), apresentado por
semana para cada grupo
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Legenda: Todos os valores sdo apresentados como média. CT = Controle. HL = Racéo hiperlipidica. HLRC =
HL + Ragdo padréo (restri¢do calorica continua). HLJA = HL + Jejum Intermitente Alternado. HLJP
= HL + Jejum Periddico Intermitente. HLEX = Racéo hiperlipidica + Exercicio. CTEX = Controle +
Exercicio. (n = 11-12 por grupo).
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O grupo HL apresentou aumento significativo de 16,1% na massa corporal total (MC)

quando comparado ao grupo CT (Tabela 3).

Animais HLRC e HLJP mostraram uma diminuicao significativa da massa corporal e

da razdo da massa corporal (razdo MC), ou seja, razdo do peso corporal antes e apds a

intervengdo, quando comparados ao grupo HL (15,2% MC e 18,2% razéo MB; e 13,6% MC e

9,1% razdo MC, respectivamente). O grupo HLJA apresentou queda significativa apenas na

razdo da massa corporal (9,1%) quando comparado ao grupo HL.

Além disso, HLJP e HLJA mostraram uma diminuicdo significativa na massa corporal

e na razdo da massa corporal quando comparados com o grupo HLEX.

N&o houve diferenca significativa nos niveis sanguineos de glicose (GL) e colesterol

total (CT) entre os grupos. No entanto, o grupo HLJP apresentou niveis significativamente

menores de triglicerideos (TGL) quando comparado ao grupo HLEX.

Tabela 4 - Massa corporal, niveis de glicose e perfil lipidico

CT HL HLRC HLJA HLJP HLEX CTEX
MG 170,5 198,0™ 168,0 183,0* 171,0% +++ 203,0 166,5
o [156,5- [190,0- [163,0- [165,0- [161,0- [194,5- [158,0-
g 183,5] 205,0] 186,0] 193,0] 189,0] 212,5] 183,0]
Raz&o MC 1,1 1,1 0,97 1,0%+ 1,00 4+ 1,1 1,1
GL 66,5 71,0 71,5 76,0 745 77,0 72,5
(mg/dL) | [64,0-71,0] | [64,5-77,0] | [60,5-74,5] | [63,5-90,5] | [66,5-84,5] | [65,5-85,5] | [65,0-79,0]
CT 39,9 43,4 45,0 44,5 46,2 40,7 41,5
(mg/dL) | [34,7-49,1] | [36,5-48,6] | [36,5-57,5] | [37.6-47,0] | [27,6-55,4] | [34,7-57,8] | [32,4-48,0]
TGL 69,4 70,7 738 80,2 46,6% 96,4 78,3
(mg/dL) | [555-90,4] | [51,1-89,8] | [54,9-82,5] | [57,6-119,2] | [35,7-73,1] | [64,5-134,7] | [56,5-119,5]

Legenda: Todos os valores sdo apresentados como mediana [quartil inferior-superior]. CT = Controle. HL =
Racdo hiperlipidica. HLRC = HL + Rag&o padrédo (restri¢do caldrica continua). HLJA = HL + Jejum Intermitente
Alternado. HLJP = HL + Jejum Periodico Intermitente. HLEX = Ragé&o hiperlipidica + Exercicio. CTEX =
Controle + Exercicio. (n = 24-31 por grupo). MC = Massa corporal total; Razdo MC = Relagdo da massa
corporal (peso final/peso de engorda); GL = Glicemia; CT = Colesterol total; TGL = Triglicerideos.

*** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,001).
## Significativamente diferente do grupo HL (p <0,01).

### Significativamente diferente do grupo HL (p <0,001).
+ Significativamente diferente do grupo HLEX (p <0,05).

++ Significativamente diferente do grupo HLEX (p <0,01).
+++ Significativamente diferente do grupo HLEX (p <0,001).
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4.3 Composicéo corporal

A sobrecarga de gordura provocou um aumento significativo no tecido adiposo
corporal que foi alterado apenas pela dieta convencional (HLRC) e jejum intermitente
periodico (HLJP). Os animais HL aumentaram significativamente sua massa total de tecido
adiposo branco (TA) e também a massa relativa de tecido adiposo branco (TAR), ou seja, a
porcentagem de gordura em relacdo a massa corporal total, quando comparados ao grupo CT
(75% TA e 42,3% TAR, respectivamente) (Figura 17, A e B; p <0,001).

HLRC e HLJP mostraram uma diminuic&o significativa no tecido adiposo total (TA) e
na massa relativa de tecido adiposo (TAR) quando comparados ao grupo HL (reducédo de 42%
TA e 32,8% TAR; e 26,9% TA e 13,5% TAR, respectivamente; Figura 17, C e D).

Em relacdo as intervencgdes dietéticas, os animais do grupo HLRC apresentaram
reducdo de 33% no tecido adiposo total (p <0,01) e 28,4% na massa relativa de tecido adiposo
(p <0,001) quando comparados ao grupo HLJA (Figura 17, C e D).

O grupo CTEX apresentou diminuicdo de 14,7% do tecido adiposo total (p <0,05) e
19,2% da massa relativa de tecido adiposo (p <0,001) quando comparado ao grupo CT
(Figura 17, EeF).

Alem disso, o grupo HLJP apresentou diminuicdo significativa de 25,3% do tecido
adiposo total (p <0,001) quando comparado ao grupo HLEX (Figura 17, G).



17 - Massa de tecido adiposo total (g) e relativa (%). Todos os valores sdo
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HLJA = HL + Jejum Intermitente Alternado. HLJP = HL + Jejum Periédico Intermitente. HLEX = Racdo
hiperlipidica + Exercicio. CTEX = Controle + Exercicio. (n = 16-20 por grupo).

* Significativamente diferente do grupo CT (p <0,05).

*** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,001).

* Significativamente diferente do grupo HL (p <0,05).

*** Significativamente diferente do grupo HL (p <0,001).

## Significativamente diferente do grupo HLRC (p <0,01).

### Significativamente diferente do grupo HLRC (p <0,001).

+++ Significativamente diferente do grupo HLEX (p <0,001).

Em relacdo a massa magra, a dieta hiperlipidica provocou uma diminuicdo
significativa da massa muscular. Os animais HL apresentaram uma reducdo de 22% da massa
magra total e 31,8% da massa magra relativa, ou seja, porcentagem de tecido magro em
relacdo a massa corporal total, quando comparados ao grupo controle (CT) (Figura 18, A e B,
p <0,001). Esta alteracdo pareceu ser revertida e a massa magra recuperada quando os animais
retornam para a alimentacdo com racao padrédo (HL vs. HLRC aumento de 32,4% da massa
magra total, p <0,01 e 51,5% da massa magra relativa, p <0,001; Figura 18, C e D).

Em comparacdo com 0s grupos submetidos ao jejum intermitente, o grupo HLRC
apresentou aumento significativo da massa magra quando comparado ao grupo submetido ao
jejum intermitente alternado (HLJA vs. HLRC aumento de 32,4% da massa magra total,
p<0,01 e 39,3% da massa magra relativa, p <0,001; Figura 18, C e D).

O treinamento fisico promoveu um aumento significativo na massa magra, mas apenas
guando foi associado com alimentacdo com racdo padrdo (CT vs. CTEX aumento de 14,7%

da massa magra total, p <0,01 e 14,5% de massa magra relativa, p <0,001; Figura 18, E e F).



Figura 18 - Massa magra total (g) e relativa (%)
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Legenda: Todos os valores sdo apresentados como mediana com quartil minimo-maximo e inferior-superior. CT = Controle.
HL = Ragéo hiperlipidica. HLRC = HL + Racéo padrdo (restri¢do caldrica continua). HLJA = HL + Jejum
Intermitente Alternado. HLJP = HL + Jejum Periddico Intermitente. CTEX = Controle + Exercicio. (n = 16-20

por grupo).

** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,01).
*** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,001).
** Significativamente diferente do grupo HL (p <0,01).
*** Significativamente diferente do grupo HL (p <0,001).

## Significativamente diferente do grupo HLRC (p <0,01).

### Significativamente diferente do grupo HLRC (p <0,001).
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4.4 Expressao de eNOS e iNOS no masculo cardiaco e na aorta toracica

N&o foram encontradas diferencas significativas nas avaliacbes de eNOS e iNOS no
coracdo e na aorta comparando todos os grupos tratados.

No entanto, podemos observar pela Tabela 4 um aumento de aproximadamente 40% e
55% da expressdo de eNOS nos cardiomidcitos do grupo HLJA, em relacdo aos grupos CT e
HL, respectivamente, assim como um aumento da expressdo de eNOS em aproximadamente
50% e 66% no grupo HLJP em relacéo aos grupos CT e HL, respectivamente.

O grupo HLRC apresentou uma elevacdo menos expressiva de eNOS, de
aproximadamente 20% e 33% em relagao aos grupos CT e HL, respectivamente.

Por fim, o grupo HLEX n&o apresentou alteracdo na expressdo de eNOS em relacéo ao
grupo HL e mostrou uma reducédo de 10% em relacéo ao grupo CT.

Tabela 4 - Expressao protéica de eNOS e iNOS no tecido cardiaco

‘ CT HL HLRC HLJA HLJP HLEX CTEX
1,0 0,9 1,2 14 15 0,9 11
eNOSICT | noo] | (o814 | 10418 | 0822 | [12:23] | (0814 | [0621]
. 1,0 0,9 0,9 10 0,9 11 1,0
INOSICT | 110100 | [0613] | [0618 | [0913 | [07-16] | [0515] | [0,6-2.0]

Todos os valores sdo apresentados como mediana [quartil inferior-superior] e foram normalizados pelos valores
do grupo C. CT = Controle. HL = Racdo hiperlipidica. HLRC = HL + Rac¢&o padrdo (restricdo calérica continua).
HLJA = HL + Jejum Intermitente Alternado. HLJP = HL + Jejum Periddico Intermitente. HLEX = Ragdo
hiperlipidica + Exercicio. CTEX = Controle + Exercicio. (n = 24-31 por grupo).

4.5 Analise da permeabilidade macromolecular induzida por isquemia e reperfusao

A permeabilidade macromolecular apds procedimento de isquemia seguida por
reperfusdo, medida 10 minutos ap6s o inicio da reperfusdo, foi significativamente maior nos
animais alimentados com racdo hiperlipidica (HL) em comparag¢do com o grupo controle (CT)
alimentado com ragdo padrdo (CT vs. HL com aumento de 23,7% n° leaks/cm?, p <0,01;
Figura 19, A).
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Em relagdo aos protocolos de jejum intermitente, o grupo de jejum alternado (HLJA)
apresentou um menor nimero de leaks, significativamente diferente do grupo HL (HLJA vs.
HL com diminuicio de 23,4% n° leaks/cm?, p <0,05; Figura 19, B). N&o foram encontradas

diferencas significativas entre os outros grupos analisados.

Figura 20 - Permeabilidade macromolecular em vénulas pds-capilares apés 30 minutos de

isquemia seguida de reperfusdo na bolsa da bochecha do hamster
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Legenda: NUmero de leaks aos 10 min de reperfusdo. Todos os valores sdo apresentados como mediana com
quartil minimo-méximo e inferior-superior. CT = Controle. HL = Rac&o hiperlipidica. HLRC = HL +
Racdo padrdo (restrigdo caldrica continua). HLJA = HL + Jejum Intermitente Alternado. HLJP = HL
+ Jejum Periddico Intermitente. (n = 7-11 por grupo).
** Significativamente diferente do grupo CT (p <0,01).
* Significativamente diferente do grupo HF (p <0,05).
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5 DISCUSSAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), em 2016, mais de 1,9 bilhdo de
pessoas no mundo apresentavam sobrepeso e mais de 650 milhGes de pessoas eram obesas,
numero que representa o triplo de individuos desde 1975 (2,208).

Em individuos obesos e com sobrepeso, as doencas cardiometabdlicas se desenvolvem
como consequéncia da adiposidade, que resulta em um quadro de inflamag&o crénica de baixo
grau e disfuncdo microvascular (3,209). As doengas das sociedades modernas associadas a
obesidade, tais como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares e cerebrovasculares,
canceres e doenca de Alzheimer, estdo sobrecarregando os sistemas de salde em todo o
mundo (10).

Atualmente, os tratamentos ndo farmacolGgicos para o controle da obesidade
envolvem a modificacdo de fatores associados ao estilo de vida, relacionados a qualidade e
guantidade da alimentacdo e combate ao sedentarismo, através da implementacdo da dieta
convencional de restricdo caldrica continua e do exercicio fisico aerdbico crénico na rotina
destes pacientes. Um estudo que avaliou os fatores de risco associados com infarto agudo do
miocardio em 52 paises revelou que nove fatores modificaveis, sendo seis deles intimamente
relacionados a alimentacdo, sdo responsaveis por 90% e 94% do risco atribuivel na populacédo
em homens e mulheres, respectivamente (210).

Infelizmente, o conhecimento comum de que a reducgéo da ingestédo total de calorias e
os exercicios fisicos regulares podem ajudar a melhorar o peso corporal e reduzir o risco de
doencas, em muitos casos, ndo vem sendo aplicado com sucesso (2,126,211,212). Tais
estratégias comumente recomendadas apresentam baixa adeséo entre a populacdo em geral e
dificilmente sdo mantidas a longo prazo. Por esse motivo, se torna necessario o estudo de
novas alternativas para a reducdo da adiposidade e melhora das disfuncBes patoldgicas
associadas a obesidade e ao sobrepeso.

Embora o conhecimento cientifico ressalte os beneficios do consumo de vegetais,
frutas, fibras, castanhas e peixes (34), o padrdo alimentar no mundo atual, especialmente no
Ocidente, compreende predominantemente alimentos que contém altos niveis de gordura e
carboidratos, tais como frutose e sacarose, e esta dieta parece resultar em efeitos semelhantes
aos desencadeados pela racdo hiperlipidica em roedores, como aumento do peso corporal e

gordura abdominal, além de hiperinsulinemia e hiperglicemia (211). Portanto, os roedores séo
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utilizados como uma importante ferramenta nos estudos translacionais que abordam o
assunto.

Atualmente, existem diversas op¢des de modelo animal para o estudo da obesidade,
que devem ser escolhidas de acordo com a proposta do estudo em questdo. Tais modelos
podem apresentar mutacBes genéticas que resultam em obesidade ou podem ainda
desenvolver a doenga por conta de modificagbes em fatores ambientais. Dentre os roedores,
podemos citar como exemplo dois modelos experimentais bastante utilizados: os ratos Zucker
que possuem alteraces genéticas (mutacdo no gene fa/fa), e os ratos Wistar usados em
estudos de obesidade induzida por dieta (213,214).

Os Zucker sdo animais espontaneamente hiperfagicos e por isso desenvolvem
obesidade precocemente, desde os primeiros meses de vida, por deficiéncias relacionadas a
sinalizacdo (defeito no receptor) da leptina e resisténcia a insulina com glicemia normal. Por
conta destas caracteristicas, esses animais sdo um bom modelo experimental para estudos
translacionais visto que representariam uma parcela da nossa populacdo que também
apresenta obesidade e resisténcia a insulina, mas sem desenvolver diabetes (213,214).

Os ratos Wistar respondem a modificacfes dietéticas, apresentando significativo
aumento de peso, adiposidade e algumas alteragdes metabdlicas (213,214). Modelos animais
de obesidade induzida por dieta sdo 0s que apresentam caracteristicas que mais se aproximam
dos mecanismos relacionados ao desenvolvimento de obesidade e sindrome metabdlica em
humanos, permitindo muitas vezes avaliar o papel da alimentagdo, assim como a
fisiopatologia e a etiologia destas duas doencas, além da realizacdo de testes farmacologicos.
Por outro lado, tais modelos sdo aplicados associados a diferentes protocolos de tratamento e
composicdes dietéticas diversas, levando a achados discrepantes entre os estudos, dificultando
a comparacdo dos resultados mesmo quando utilizam o mesmo modelo animal (214).

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados hamsters sirios machos como
modelo de obesidade ou sobrepeso induzido por dieta hiperlipidica. O modelo em hamster ja
se mostrou eficaz na inducdo de disfuncdo microvascular e resisténcia a insulina por dieta
hiperlipidica (202).

Além disso, estes roedores apresentam duas estruturas saculares de tecido distensivel,
usadas para armazenar alimentos, denominadas bolsas da bochecha do hamster e a preparacao
da bolsa é um método amplamente utilizado para avaliar a microcirculacdo
(97,109,112,206,207). Esta foi a técnica de avaliagdo microcirculatoria escolhida para estudar
e comparar os efeitos do jejum intermitente, restricdo caldrica continua e exercicio aerébico

cronico.
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O tecido da bolsa da bochecha do hamster e a metodologia aplicada apresentam
diversas vantagens para a analise da microcirculacdo in vivo, tais como: 1) facilidade e acesso
relativamente ndo traumatico ao tecido; 2) fluxo de sangue forte e estavel; 3) clareza na
visualizacdo do tecido; 4) presenca de leitos microcirculatorios cutaneos e musculares
esqueléticos (97,109).

Decidimos trabalhar com roedores machos em nossso estudo devido aos efeitos
benéficos do estrogénio sobre o sistema cardiovascular ja descritos em mulheres e fémeas,
tais como: 1) aumento da sintese de lipoproteina de alta densidade (HDL) e degradacdo de
lipoproteina de baixa densidade (LDL); 2) propriedade antioxidante, sequestrando radicais
livres e atenuando seus efeitos deletérios no metabolismo celular; 3) acdo direta sobre a
parede dos vasos sanguineos, inibindo a proliferacdo de células do musculo liso vascular,
atenuando a agregacdo plagquetdria e promovendo o relaxamento de artérias; 4) age
diretamente sobre os midcitos cardiacos, modulando canais de calcio (negativamente) e de
potéssio (positivamente), levando ao relaxamento do musculo liso vascular; 5) modula a
sintese de colageno e elastina, levando a reducdo dessas proteinas na matriz extracelular,
aumentando a formacdo vascular e perfusdo tecidual; 6) atua direta ou indiretamente em
diferentes etapas do controle da presséo via sistema renina-angiotensina-aldosterona (215).

Para induzir um aumento significativo da adiposidade em nosso modelo experimental,
os animais foram submetidos a uma alimentacdo hiperlipidica (HL). A ragdo hiperlipidica
apresenta um aumento de 24% no teor de gordura em relacdo a racdo padrdo (comercial),
sendo comprovadamente eficaz em provocar distdrbios metabdlicos e microcirculatorios
nestes animais, tais como aumento na deposi¢do de gordura visceral, resisténcia a insulina,
disfuncdo microvascular e aumento da permeabilidade macromolecular induzida por isquemia
e reperfusdo (I/R), semelhantes aos apresentados por humanos obesos ou com sobrepeso
(153,202).

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os efeitos do jejum
intermitente em hamsters submetidos a alimentacdo hiperlipidica e comparar os resultados
obtidos com as abordagens ndo farmacoldgicas tradicionais de controle da obesidade — dieta
convencional de restri¢do caldrica continua e exercicio fisico aerobico cronico.

Recentemente, estudos em roedores e humanos tém destacado a importancia da
frequéncia alimentar e os efeitos de periodos de jejum na reducdo da obesidade e hipertenséo,
assim como seu potencial para retardar ou atenuar processos envolvidos no envelhecimento.

Além disso, evidéncias demonstram que o jejum intermitente é capaz de ajudar na prevencgao
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e tratamento de diversas doencas, como diabetes, cancer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, atraves da reprogramacao de vias metabdlicas (18,19,126).

Os mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos benéficos na salide metabdlica
desencadeados pelos padrbes de alimentacdo alterados ndo sdo totalmente compreendidos,
mas estudos apontam para mudangas compensatorias nas vias de detec¢do de energia, como
AMPK, AKT/ mTOR e proteina de ligacdo do elemento de resposta de AMP ciclico (CREB),
todas implicadas na homeostase celular e oscilagdes ritmicas do relogio circadiano (18).

O jejum intermitente se tornou popularmente conhecido nos ultimos anos e 0s
protocolos adotados por cada individuo, ou grupos de estudo, podem variar bastante (216). No
nosso trabalho, optamos por avaliar dois protocolos de jejum, sendo eles: 1) jejum em dias
alternados (HLJA), no qual durante 24 horas, em 2 dias alternados por semana, o individuo
realiza privacao total de alimentos ou, em humanos, uma ingestdo muito restrita (com reducao
para menos de 25% das necessidades energéticas), com ingestdo livre ou ad libitum de
alimentos nos demais dias da semana; 2) jejum periodico (HLJP), que consiste em um periodo
de 48 horas continuas de jejum ou restricdo alimentar por semana, durante o qual os
individuos tém um consumo energético muito reduzido (cerca de 25% das necessidades
diérias de energia ou, aproximadamente, 500 calorias/dia para mulheres e 600/dia calorias
para homens), com alimentag&o livre nos demais dias da semana (186,190,216,217).

Os dois protocolos de jejum adotados em nosso trabalho se baseiam na premissa “5:2”,
ou seja, no periodo de uma semana o paciente € submetido a restri¢do calérica somente por 2
dias (alternados ou consecutivos) e, nos demais, encontra-se livre para se alimentar conforme
preferir. Neste trabalho, optamos por utilizar tais opc¢des de jejum intermitente para podermos
avaliar qual a influéncia da frequéncia (quantas vezes por semana) e da duracao total (nimero
de horas consecutivas) do jejum nos marcadores cardiometabdlicos avaliados.

Em relacdo as abordagens tradicionais de controle da obesidade, optamos por utilizar a
dieta convencional de restricdo calérica ou o exercicio fisico aerébico crénico. Submetemos
0s animais a cada tipo de intervencdo (jejum, dieta ou exercicio) separadamente para que
pudessemos analisar e comparar os efeitos de cada uma delas nestes individuos.

Diferentemente de outro estudo anterior em ratos (218), ndo observamos um padrao de
hiperfagia entre os animais submetidos ao jejum intermitente ou nos demais grupos, uma vez
que ndo foram encontradas diferencgas estatisticas significativas na ingesta calorica dentre
todos os grupos analisados.

Em nosso estudo, observamos que, nos primeiros dias em que foram submetidos ao

jejum absoluto, os animais de ambos 0s grupos de jejum intermitente apresentaram um
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comportamento mais ativo e de busca por alimento quando suas gaiolas eram manipuladas.
Além disso, em um primeiro momento, aumentarem discretamente o consumo médio de
racdo, como se estivessem desenvolvendo um quadro de hiperfagia. No entanto, isto ndo foi
observado ao longo do restante do periodo experimental e nem foi confirmado posteriormente
pela andlise estatistica da ingesta caldrica.

Curiosamente, apesar de ndo apresentar diferenca significativa, os animais do grupo
HLRC (dieta convencional) consumiram cerca de 50% a mais de calorias que os demais.
Durante o periodo de intervencado, estes animais mudaram da racdo hiperlipidica para racéo
comum (controle), o que ndo acontece durante as intervengfes com jejum, j& que estes
animais passam todo o periodo experimental recebendo apenas racéo hiperlipidica.

Os roedores, diferentemente dos humanos, sdo bastante sensiveis ao contetdo
energético dos alimentos e parecem controlar bem a ingestdo caldrica pelo mecanismo de
saciedade, que envolve o eixo neuroendocrino controlado por horménios e peptideos, como
por exemplo insulina, leptina e grelina (219). Os animais do grupo HLRC parecem compensar
as mudancas no contetdo calérico e na composi¢do nutricional das dietas alterando seus
padrdes alimentares e aumentando o consumo. A reprogramacao metabdlica que desencadeia
tal comportamento poderia ser uma possivel explicacdo para a dificuldade que muitos
individuos apresentam em manter, a longo prazo, dietas restritivas. Nesse sentido, 0s
protocolos de jejum parecem ser uma boa opgdo para evitar esse efeito e, consequentemente,
o0 reganho de peso.

Em humanos, um estudo com individuos saudaveis ou eutréficos ( sem obesidade e
sobrepeso), mostrou que 0 peso corporal foi reduzido apds trés semanas de jejum em dias
alternados, indicando que os individuos foram incapazes de consumir alimentos em
quantidade suficiente nos “dias de alimentagdo” para compensar e recuperar 0 peso perdido
durante os dias de jejum. Entretanto, os animais, especialmente os roedores, ndo parecem
sequir sempre tal padrdo de resposta ao jejum. Um estudo com camundongos se contrapde ao
observado em humanos, demonstrando que animais alimentados em dias alternados
mantiveram seu peso corporal e consumiram aproximadamente a mesma quantidade de
comida em um dia que os animais alimentados ad libitum consumiram por mais de 2 dias
(220).

Animais em restricdo alimentar sdo uma ferramenta ultil para o estudo das alteragdes
neuroguimicas que podem ocorrer em humanos quando uma dieta é abandonada, assim como
para elucidar os mecanismos que levam ao ganho de peso e 0s sistemas contrarregulatérios

que regulam a perda de peso apos periodos de deficit de calorias. Por exemplo, experimentos
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que avaliarem as oscilagdes na expressdao de diferentes sinalizadores, tais como o
neuropeptideo Y (NPY) - que atua em regibes hipotalamicas, estimulando a ingestdo de
alimentos e o armazenamento de energia no tecido adiposo branco - poderiam ajudar a
esclarecer se periodos prolongados de jejum podem desencadear hiperfagia (221,222).

Embora as diferengas na ingesta caldrica, descritas acima, ndo tenham se refletido
estatisticamente, observamos que os animais do grupo HL (rac&o hiperlipidica) ganharam
significativamente mais peso (aumento de mais de 16% na massa corporal total) que os
animais do grupo controle (racdo padrdo). Portanto, a qualidade da dieta parece ser o fator
determinante para o surgimento das alteragdes patoldgicas encontradas em nosso estudo.

A composicdo com alto teor de acidos graxos da dieta hiperlipidica parece ter sido a
principal contribuicdo para o significativo ganho de peso e acimulo de gordura nos animais
do grupo HL. Alguns estudos tém destacado que o tipo de gordura utilizada nas dietas
obesogénicas parece ser uma varidvel mais importante para a inducdo da obesidade do que a
quantidade de gordura em si (223). A dieta rica em gordura apresenta efeitos deletérios, tais
como: a) prejudica a capacidade de oxidacdo de gorduras pelo organismo; b) aumenta a
atividade da lipase no tecido adiposo; c) reduz a supressdo da transcricdo de genes
lipogénicos; d) potencializa a deposicéo de gordura corporal (219,223).

Observamos que o grupo submetido exclusivamente a dieta hiperlipidica apresentou,
além de maior peso, uma piora na composi¢ao corporal. Em concordancia com o que foi
anteriormente publicado pelo nosso grupo (153,202), nosso estudo também demonstrou que a
alimentacdo hiperlipidica € capaz de promover um incremento significativo na massa corporal
em decorréncia de uma expansdo do tecido adiposo (+75%) e aumento no percentual de
gordura corporal (+42,3%) em comparagdo com uma dieta padréo (ragdo comercial). Dietas
contendo mais gordura saturada parecem ser mais obesogénicas e propensas a induzir
resisténcia a insulina e a resposta dos principais neuropeptideos hipotalamicos que regulam o
balanco energético varia dependendo do tipo de gordura ingerida (213).

Observamos também que a dieta hiperlipidica resulta em diminuicdo da massa magra,
com uma reducéo de 22% na massa magra total e de 31,8% no percentual de massa magra dos
animais do grupo HL, provavelmente devido a 2 fatores: 1) menor teor de proteina dessa
racao; e/ou 2) alteracdes metabolicas geradas pela sobrecarga de gordura.

A ragdo hiperlipidica (HL) apresenta uma menor quantidade de proteinas quando
comparada a racdo padrdo (RC) ou comercial (23% e 15%, respectivamente, 0 que
corresponde a uma reducdo de 8% no teor protéico na ragdo HL). Essa mudanga na

composicao da racdo é geralmente observada em diversas dietas com alto teor de gordura, ja
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que uma porcentagem de outros macronutrientes, dentre eles as proteinas, costuma ser
reduzida para aumentar proporcionalmente a quantidade de lipidios como principal fonte de
energia (213). Nesse caso, 0 déficit protéico pode ter favorecido também o ganho de peso
encontrado em nosso estudo, por estimular o consumo de uma quantidade ‘extra’ de energia,
na tentativa de compensar as necessidades protéicas (214,223).

A manutencdo a longo prazo do perfil alimentar pouco nutritivo e rico em caldricas,
associado ainda a um estilo de vida cada vez mais sedentario, pode levar a uma condicéo
denominada “obesidade sarcopénica”, na qual observa-se uma diminuicdo na massa muscular
proporcional ao acimulo de adiposidade visceral (224).

Algumas alteracGes patoldgicas, caracteristicas da obesidade e do sobrepeso, parecem
ser 0s principais responsaveis por essa diminuicdo do tecido magro nestes pacientes e também
em modelos experimentais de obesidade. Dentre elas, merecem destaque: 1) maior sintese e
liberacdo de adipocinas pro-inflamatérias e macrdfagos ativados - causam danos em proteinas
e DNA, resultando em disfuncdo celular, e prejudicando processos de crescimento e
regeneracdo do tecido muscular (225,226); 2) aumento nos niveis de glicocorticéides - agindo
na via sinalizacdo da insulina, aumentam a proteolise, inibem a sintese protéica e induzem
miostatina, um fator que regula negativamente a massa muscular (227,228); 3) acumulo
ectopico de gordura - 0 aumento de triglicerideos no tecido muscular interfere na ativacao de
proteinas-chave da via da insulina, prejudicando as agdes anabdlicas do hormdnio sobre o
tecido muscular (225).

Em estudos com primatas ndo humanos, observou-se que a restricdo dietética iniciada
em macacos Rhesus jovens e adultos melhora a salde metabodlica, previne a obesidade,
retarda o inicio da sarcopenia e reduz o risco de desenvolver ou morrer por diabetes tipo 2,
cancer e doencas cardiovasculares (19).

Em humanos, quase todos os estudos envolvendo protocolos de jejum intermitente
resultam em algum grau de perda de peso, variando de 2,5 a 9,9%, acompanhada por uma
reducdo na massa de tecido adiposo branco (191,192). Estudos em animais e com pacientes
obesos demonstraram que 0 jejum intermitente € uma abordagem segura e aparentemente
toleravel para perda de peso, que produz resultados semelhantes na massa corporal total e na
composigdo corporal em comparagdo com o0s resultados obtidos com a restricdo caldrica
continua, e que a restricdo intermitente parece ser mais eficaz em minimizar a perda de massa
magra (18,140,222).

Em concordancia com esses dados, observamos no nosso estudo que um dos

protocolos de jejum intermitente (HLJP) foi tdo eficiente quanto a restricdo caldrica continua
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(HLRC) em melhorar a composicgéo corporal e em reduzir a massa corporal total dos animais
submetidos a uma alimentacéo hiperlipidica.

Os animais do grupo submetido ao jejum periédico de 48 horas (HLJP) apresentaram
uma reducdo de 13,6% na massa corporal total, resultado bem semelhante ao encontrado no
grupo dieta convencional (HLRC), que teve uma reducgédo de 15,2% na massa corporal total,
quando ambas intervencdes foram comparadas aos animais submetidos somente a dieta
hiperlipidica (grupo HL). Vale ressaltar que, mesmo apresentando um aumento de cerca de
50% na ingestdo de calorias, o grupo HLRC apresentou uma reducao significativa no peso
corporal, bem semelhante a observada com o protocolo de jejum periddico (HLJP). Este
achado reafirma nossa hipétese de que a qualidade da dieta, ou seja, a fonte energética usada
em sua composicdo, parece influenciar mais no ganho ou perda de massa corporal do que a
ingesta caldrica em si. O grupo de jejum alternado (HLJA), por outro lado, apresentou uma
reducdo significativa somente na razdo da massa corporal (-9,1%) em comparagdo ao grupo
HL.

Em relacdo a massa de tecido adiposo e ao percentual de gordura corporal, o protocolo
de jejum intermitente periodico de 48 horas (grupo HLJP) e a restricdo caldrica continua
(grupo HLRC) foram eficazes em reduzir a adiposidade nestes animais. No entanto,
observamos que os animais submetidos a dieta convencional (HLRC) apresentaram uma
maior reducdo do tecido adiposo (-42%) e no percentual de gordura (-32,8%) do que a
diminuicdo obtida através do jejum periddico (HLJP), que exibiu uma reducéo de 26,9% no
tedido adiposo (diferenca de mais de 15% entre os grupos HLRC vs. HLJP) e de 13,5% no
percentual de gordura (diferenca de 19,3% entre os grupos HLRC vs. HLJP) quando ambas
intervengdes foram comparadas aos animais submetidos somente a dieta hiperlipidica (grupo
HL).

Vale destacar ainda que, quando comparamos as trés intervencdes dietéticas entre si —
dois protocolos de jejum intermitente e a restricdo continua, vimos que a dieta convencional
(HLRC) apresentou uma resposta mais eficaz na reducdo da massa gorda total, com reducéo
de 33% no tecido adiposo e de 28,4% no percentual de gordura, em relacdo ao jejum
intermitente alternado (HLJA).

Em relacdo a constituicdo muscular, nossos protocolos de jejum intermitente nédo
foram capazes de restaurar a massa magra dos nossos animais aos mesmos niveis do controle,
conforme observado com a dieta de restricdo caldrica convencional (HLRC). Este grupo, que
retornou para a alimentagdo padrdo (racdo comercial) durante o periodo de intervencao -

caracterizando uma restricdo calorica diaria em relacdo a alimentacdo hiperlipidica adotada
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durante o periodo de engorda - apresentou um aumento de 32,4% na massa magra total e de
51,5% no seu percentual de massa magra quando comparado ao grupo submetido somente a
alimentacdo com racdo hiperlipidica durante todo o periodo experimental (HL). Além disso,
quando comparado ao grupo de jejum alternado (HLJA), o grupo HLRC também apresentou
maior massa magra (32,4% total e 39,3% relativa).

Como os dois grupos submetidos ao jejum intermitente receberam somente dieta
hiperlipidica durante todo o periodo experimental, a qualidade nutricional desta racdo, que é
reduzida em proteinas (-8%) em relacdo a racdo padrdo (comercial), parece ter influenciado
negativamente na manutengdo do tecido magro dos animais destes grupos, conforme discutido
anteriormente. Um estudo com camundongos corrobora nossos achados ao demosntrar que a
massa magra destes roedores sofreu aumento (~12% —13%) somente quando o protocolo de
jejum intermitente em dias alternados foi associado a dieta com baixo teor de gordura, em
comparagdo com o0s animais alimentados com racao hiperipidica ad libitum ou com acesso a
esta em dias alternados (222).

Em humanos, um estudo de restricdo dietética com individuos eutroficos (homens e
mulheres), também demonstrou perda de massa magra apés 22 dias de jejum alternado. A
capacidade ou tendéncia para aumentar o consumo alimentar, ou comer além da saciedade,
durante os “dias de alimenta¢@0”, parecem ser formas importantes de compensar as perdas
caldricas durante o periodo de jejum e de manter o peso corporal desses individuos (191).

Ja foi descrito que a atividade fisica e 0s exercicios regulares promovem a prevencao e
reducdo do acumulo de tecido adiposo branco, evitando a deposicdo visceral de gordura
(34,35,229). O modelo de exercicio tradicionalmente prescrito possui como caracteristicas
principais uma intensidade de baixa a moderada associada a longos periodos de tempo de
execucdo, com predominancia aerdbica. O termo exercicio fisico aerdbio é utilizado para
denominar atividades fisicas de natureza ritmica, que sdo praticadas de modo regular e
envolvem o recrutamento de grandes grupos musculares por periodo prolongado (igual ou
superior a 10 min). A liberacdo de energia para a atividade fisica aerébica € decorrente da
oxidacdo de carboidratos e acidos graxos, via fosforilagdo oxidativa, principalmente
(229,230).

O musculo esquelético é responsavel por 30 a 40% da taxa metabdlica de repouso do
adulto e por 80% da captacdo de glicose estimulada pela insulina (231). A resisténcia a
insulina no musculo esquelético é um resultado do aumento do acumulo de gordura e, por
causa das propriedades metaboOlicas do ¢rgdo, é o principal contribuinte para o

desenvolvimento do diabetes tipo 2 (232). O tecido magro possui uma notavel flexibilidade
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no uso de diferentes fontes de energia (&cidos graxos ou glicose) e tanto o jejum como o
exercicio fisico funcionam como estimulos, capazes de desencadear essa flexibilidade,
resultando em mudancas metabolicas, tais como aumento na oxidacdo de acidos graxos e no
metabolismo oxidativo (231,233).

No presente estudo, observamos que o grupo CTEX, que compreende os animais
alimentados com racdo padrdo submetidos a corrida em esteira rolante por uma hora
diariamente (exercicio aerdbico crénico), apresentaram reducéo do tecido adiposo (-14,7%) e
do percentual de gordura corporal (-19,2%), apesar de ndo terem apresentado reducéo no peso
corporal. O mesmo ndo foi observado nos animais do grupo HLEX, igualmente treinados,
porém alimentados com ra¢do hiperlipidica, que ndo apresentaram redu¢do na massa corporal
total e nem melhora na composicao corporal.

Nosso resultado vai de encontro a alguns achados previamente descritos em humanos
e roedores (234,235). No entanto, tais estudos diferem do nosso quanto ao modelo
experimental adotado (rato) e o tipo de treinamento aerdbico (corrida voluntaria em roda). Os
ratos sdo animais comumente utilizados como modelo experimental na maioria dos estudos
envolvendo fisiopatologia do exercicio, devido a sua conformacdo fisica e forca, sendo
considerados mais adequadas do que o hamster para treinamento, e também pela facilidade
que apresentam em se adaptar e aceitar o exercicio imposto. Apesar do hamster ndo ser usado
rotineiramente para tais pesquisas, um estudo prévio do nosso grupo demonstrou que uma
rotina de exercicios aerobicos, associada a modificacdo dietética, podem diminuir o0s
depdsitos viscerais de tecido adiposo, aumentar a expressdo de eNOS e atenuar a disfungédo
microcirculatéria de hamsters alimentados com dieta hiperlipidica (153).

Dados da literatura destacam que, mesmo na auséncia da perda de massa corporal,
podem ocorrer adaptac6es benéficas sobre o acimulo de tecido adiposo em animais (236) e
também em humanos, visto que o treinamento aerdbio parece ter um efeito mais importante
sobre os niveis de adiposidade visceral em individuos obesos do que sobre a perda de peso em
si (237).

Quando os resultados com jejum intermitente foram comparados aos do grupo HLEX,
observamos que ambos os protocolos de jejum (HLJA e HLJP) foram capazes de promover
diminuicdo da massa corporal total, sendo que o jejum periodico por 48 horas (HLJP) resultou
também em uma reducdo de 25,3% do tecido adiposo.

Portanto, em nossos animais, o exercicio foi capaz de atenuar a adiposidade e
promover um incremento na massa magra apenas quando o treinamento aerébio crénico foi

associado a uma alimentacéo saudavel (CTEX) e, por isso, tais efeitos positivos ndo foram
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observados no grupo HLEX, visto que esse foi alimentado com racdo rica em gordura, mesmo
que este tenha sido submetido ao mesmo treinamento fisico.

De acordo com esses achados, o jejum parece ser uma melhor opcéo para a reducéo da
adiposidade que o exercicio fisico. Por outro lado, € sabido que o exercicio € um estimulo que
inibe a adipogénese, aumenta a biogénese mitocondrial e a capacidade de oxidar &cidos
graxos pelas células musculares, efeitos que deveriam ter contribuido para a reducédo do tecido
adiposo nos nossos animais (159,231,238).

Em relacdo a massa magra, os animais do grupo CTEX apresentaram um aumento
tanto na massa magra total (-14,7%) como relativa (-14,5%). Uma hipdtese para o que
observamos pode residir no fato de que a alimentacéo hiperlipidica, apesar de rica em energia,
ndo oferece o aporte protéico necessario para a formacéo de novas fibras musculares, mesmo
mediante estimulo pelo exercicio fisico. Um estudo demonstrou que combinar jejum em dias
alternados com exercicio de resisténcia pode ser uma boa alternativa para preservar a massa
magra em pacientes obesos (239).

Quanto aos parametros metabdlicos, em nosso modelo, a alimentacdo com alto teor de
gordura ndo alterou a glicemia e o colesterol. Na verdade, ndo encontramos diferencas
significativas nos niveis de glicose sanguinea e de colesterol total entre todos os grupos
estudados. Porém, o jejum intermitente periddico (HLJP) foi capaz de diminuir
significativamente os niveis de triglicerideos quando foi comparado ao grupo exercitado com
dieta hiperlipidica (HLEX).

Nosso resultado parece estar de acordo com a parte da literatura, embora os protocolos
de jejum intermitente sejam muito diversos. Um estudo comparativo das diferentes formas de
jejum demonstrou que o jejum em dias alternados, além de reduzir o massa e gordura
corporal, também reduziu os niveis de colesterol total e de triglicerideos em individuos com
eutroficos, com sobrepeso e obesidade (240).

O tecido adiposo branco unilocular é o 6rgdo de armazenamento de triglicerideos a
partir da incorporacdo de 3 moléculas de &cidos graxos ricos em energia a uma molécula de
glicerol. As moléculas de triglicerideos sdo constantemente renovadas e, quando ha uma
maior necessidade de suprimento de energia, como no exercicio ou em estados de jejum, 0s
triglicerideos sao hidrolisados, através da lipdlise, e os acidos graxos sdo liberados para serem
utilizados como fonte de energia em outros orgaos (1,43).

Pessoas com obesidade liberam na circulagdo sanguinea quantidades aumentadas de
acidos graxos livres (AGLSs) e, quanto maior a quantidade de gordura acumulada, maior sera a

quantidade liberada de AGLs. Embora niveis mais elevados de insulina (como observado em
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muitos pacientes com obesidade) suprimam a lipdlise, isso ndo é capaz de reduzir a liberacdo
de AGLs na obesidade e sobrepeso. Os AGLs séo a principal fonte de energia nutritiva no
estado de jejum; entretanto, na obesidade, o fluxo de acidos graxos livres excede as
necessidades do tecido e os mecanismos de defesa entram em acdo, contribuindo para os
fatores de risco metabolicos (10).

O influxo excessivo de acidos graxos livres para 6rgaos como o figado aumenta o seu
conteudo de triglicerideos, resultando em esteatose hepatica, produzindo resisténcia a insulina
e promovendo o desenvolvimento de dislipidemia aterogénica, caracterizada por elevacoes
séricas de triglicerideos, apolipoproteina B (apo B), colesterol LDL e diminui¢do de HDL
(10). Os AGLs estdo relacionados ao aumento de particulas de LDL, as quais penetram no
espaco subendotelial, onde sofrem oxidacdo formando LDLox, aumentando a acdo de
macrofagos, culminando em estresse oxidativo, lesdo endotelial e aterosclerose (11).

No cenério pré-inflamatorio, caracteristico da obesidade e sobrepeso, a interagdo entre
adipdcitos e macrdfagos leva a disfungdo metabdlica induzida por lipotoxicidade. Entretanto,
na obesidade, a biologia dos adipdcitos normais € modificada pela rapida expansdo de
depdsitos adiposos devido a diversos fatores, tais como a superalimentacéo cronica, levando a
hipertrofia e hipoxia destas células. A hipdxia do tecido adiposo € um estimulo potente para
ativagdo de vias inflamatorias, resultando em estresse do reticulo endoplasmético e
recrutamento de macréfagos (via MCP-1 e MIF) e, eventualmente, a necrose dos adipdcitos.
Por outro lado, a hipoxia inibe a diferenciacdo de pré-adipocitos e a apoptose de adipdcitos
(241-243). A hiperplasia das células adiposas, predominantemente no tecido adiposo
subcutaneo periférico, por muitas vezes, supera a capacidade de angiogénese (formacdo de
novos vasos sanguineos), causando uma diminuicdo do fluxo sanguineo local, que pode
resultar em hipdxia celular e necrose (3,241,242). Em relacéo aos hormonios, a hipdxia reduz
a adiponectina e aumenta a leptina, promove a ativacdo da lipélise (mediada por proteina
quinase ativada por AMP), inibe a respiracdo mitocondrial e ativa a via inflamatoria IKK/NF-
kB (242,243).

Em condicBes fisiologicas normais, o tecido adiposo é extremamente sensivel a
insulina e as concentracdes deste hormonio regulam o equilibrio entre o armazenamento pos-
prandial de acidos graxos (triglicerideos) e sua liberacdo na circulacdo durante o estado de
jejum (243). Entretanto, na obesidade e no diabetes tipo 2, os adipdcitos apresentam
resisténcia ao efeito anti-lipolitico da insulina e as concentragdes de acidos graxos livres no
plasma se elevam. O termo lipotoxicidade se refere as consequéncia deste quadro, que

desencadeia um acimulo ectopico de gordura em diversos tecidos, tais como: musculo, figado
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e células B pancreaticas, bem como no cora¢do e leito vascular, que resultam em danos
metabdlicos significativos e um aumento no risco de doencga cardiovascular (243).

Estudos sobre longevidade em roedores e humanos destacam a reducdo dos niveis de
glicose e insulina em jejum como importantes respostas desencadeadas pelas dietas restritivas
e, em modelos animais, uma restricdo caldrica de 40% a curto e longo prazo melhora
significativamente a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina (244-248). Estudos em
humanos também mostraram que a restricdo calorica reduz a glicemia e insulina plasmatica
em jejum, além de melhorar a sensibilidade a insulina (244,249).

Com relacdo a funcédo cardiovascular, os niveis ideais de atividade fisica, exercicio e
aptiddo recomendados - aerdbica de intensidade moderada (minimo de 30 minutos durante
cinco dias por semana) ou vigorosa (minimo de 20 minutos em trés dias da semana) (170) -
diminuem a mortalidade cardiovascular em individuos obesos ou com sobrepeso, evitando o
acumulo de gordura visceral, reduzindo o colesterol total e os niveis de triglicerideos,
prevenindo a disfungdo microvascular e melhorando a fungdo vascular, reduzindo a presséo
arterial, estresse oxidativo e adipocinas pro-inflamatérias (45-47).

Estudos em animais e humanos demonstram que a disfuncdo endotelial esta presente
em individuos com obesidade e sobrepeso, mesmo na auséncia de outras alteraces, tais
como hipertensdo e hiperglicemia. A disfuncdo da microvasculatura, tanto nos vasos de
resisténcia como nos leitos capilares nutritivos, se desenvolve progressivamente, juntamente
com um aumento na adiposidade, mesmo em criancas. Individuos com obesidade demonstram
densidade capilar diminuida, que esta inversamente associada a adiposidade visceral e ao
tecido adiposo subcutaneo (14).

O excesso de gordura, principalmente nos casos de obesidade visceral, pode levar a
rarefacdo capilar no tecido adiposo branco pela reducdo cronica da biodisponibilidade
vascular do éxido nitrico (NO) levando a hipdxia (250). Tais redugdes no fluxo sanguineo
local podem limitar a entrega de nutrientes, contribuindo assim para um quadro que envolve:
1) resisténcia a insulina; 2) estado pro-inflamatorio; 3) necrose dos adipécitos induzida pela
isquemia; e 4) recrutamento de macréfagos do tipo M1 (15,250-252).

Vaérios fatores podem estar envolvidos no papel do NO na rarefacédo capilar, tais como:
1) aumento do estresse oxidativo; 2) aumento da atividade e expressdo da proteina quinase C,
que reduz a biodisponibilidade de NO em microvasos; e 3) reducdo na tetrahidrobiopterina
(BH4), cofator necessario para a producdo de NO. As alteracbes fisiopatoldgicas

consequentes da rarefacdo capilar sdo altamente deletérias ao sistema microcirculatério, a
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homeostase vascular e promovem disfun¢des no endotélio e na microcirculagdo (15,250,252—
255).

Neste sentido, a disfuncdo ou ativacdo endotelial é crucial no inicio, progressao e
complicacdes clinicas da doenca vascular, estando associada a um mau prognostico
cardiovascular e funcionando como um marcador precoce de risco cardiovascular
(15,16,124).

Estudos recentes demonstraram que protocolos de jejum intermitente e a restricdo
caldrica convencional podem melhorar as funcdes cardiovasculares e cerebrais, pois atuam
em varios fatores de risco para doenca arterial coronariana e acidente vascular cerebral,
incluindo reducéo da pressédo arterial e aumento da sensibilidade a insulina (128). Além disso,
em comparacdo com condi¢cdes convencionais de alimentacdo, animais de laboratério
mantidos sob protocolos de jejum exibiram respostas melhoradas ao estresse adaptativo (126)
e cardioprotecdo contra dano isquémico em um modelo animal de infarto do miocéardio (196).

O jejum intermitente parece restaurar a funcdo autofagica - um processo catabdlico de
reciclagem de nutrientes que previne contra o estresse oxidativo — preservando, assim, a
qualidade das organelas; por outro lado, tal funcdo restauradora pode ser prejudicada pela
resisténcia a insulina e por diabetes induzida pela obesidade, em camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica (190,256,257).

Em nosso estudo, avaliamos a disfuncdo microvascular através de experimentos de
permeabilidade macromolecular e, apesar da bolsa da bochecha do hamster ser um tecido de
baixa demanda metabolica, é concebivel considerar que as respostas microvasculares locais
representam alteracOes sistémicas, visto que microcirculagdo cuténea e alteragfes sistémicas
apresentam boa correlagdo (13-16).

De fato, varios estimulos fisioldgicos e fisiopatologicos podem induzir, aguda e
cronicamente, alteraces na permeabilidade endotelial, tais como histamina, VEGF e outros
mediadores inflamatérios, que podem atuar no endotélio e estimular a abertura de suas
juncoes intercelulares (258). A permeabilidade vascular é, portanto, essencial para a satde dos
tecidos e 6rgdos, sendo também uma caracteristica importante em muitas doencas onde esta
significativamente aumentada como, por exemplo, na inflamagéao cronica de baixo grau tipica
da obesidade e em patologias associadas a angiogénese, como o0s tumores (93,258).
Alteragcbes patologicas na permeabilidade microvascular podem ser observadas na
microcirculacdo de animais alimentados com dieta hiperlipidica, assim como em pacientes

com sobrepeso e obesidade, que geralmente apresentam dislipidemia (16,153,202).
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A andlise da permeabilidade vascular € um processo extremamente complexo que,
embora bem definido, pode ser afetado por muitas varidveis diferentes, dentre elas: 1) as
propriedades intrinsecas dos diferentes tipos de microvasos envolvidos (por ex. capilares e
vénulas); 2) tamanho, forma e carga das moléculas “extravasantes”; 3) as moléculas presentes
nas vias anatdbmicas que também participam na formacdo da barreira celular endotelial; 4) o
tempo de avaliagdo da permeabilidade; 5) os modelos animais ou leitos vasculares que sdo
usados para investigacao (93).

Esta propriedade tem sido avaliada ha anos a partir da observacdo do extravasamento
de diversos corantes injetados (via endovenosa), que ligam-se as proteinas plasmaticas
circulantes, particularmente a albumina, e funcionam como marcadores para tragar o
movimento das macromoléculas ao longo da parede vascular. Estes marcadores devem
apresentar duas propriedades biol6gicas importantes: devem ter seu peso molecular bem
definido e apresentar elevada estabilidade quimica (97,259).

Experimentos para avaliacdo da permeabilidade vascular utilizam diferentes estimulos,
tais como drogas ou patogenos, para “ativacdo” do endotélio afim de analisar as respostas da
microcirculacdo de determinado tecido ou érgdo (112). Dentre os fatores que promovem
alteracbes na permeabilidade vascular, optamos pela lesdo por isquemia-reperfusédo (I/R)
como modelo para 0 nosso estudo. A lesdo por I/R se refere aos danos celulares aos quais um
tecido previamente viavel é submetido apds um periodo de isquemia - em outras palavras, a
privacdo total e momentdnea de seu suprimento sanguineo - seguido por uma fase de
reperfusdo, ou seja, de restauracao do fluxo sanguineo deste tecido isquémico (15,260).

As consequéncias funcionais da privacdo de um 6rgdo de seu suprimento sanguineo
tém sido reconhecidas como um fator critico no desfecho clinico de diversas doencas, como
acidente vascular cerebral, choque hemorragico e infarto do miocardio, e do transplante de
orgdos. As doencas cardiovasculares que sdo iniciadas por isquemia tecidual, local ou
sistémica, continuam sendo a principal causa de morte nos Estados Unidos e na Europa, e as
altas taxas de morbidade e mortalidade dessas doencas chamam a atencdo para a importancia
da reperfusdo dos tecidos isquémicos, sendo esta essencial na prevencao da necrose tecidual e
para recuperar a funcdo do Orgdo. Entretanto, evidéncias demonstraram que, embora o
restabelecimento do fluxo sanguineo para um érgédo isquémico seja essencial para prevenir
lesbes teciduais irreversiveis, a propria reperfusdo pode ser responsavel por aumentar
significativamente a lesdo tecidual quando comparada aquela produzida apenas pela isquemia,

dando origem ao conceito de lesdo por reperfusao ou “reperfusao letal” (261).
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As alteracBes causadas pela lesdo por I/R, em uma resposta fisiopatolégica ou
experimental, podem acometer uma variedade de 6rgaos e tecidos, porém, a principal unidade
funcional afetada que determina a sobrevivéncia das celulas € a microcirculacdo, em especial
as células endoteliais que revestem estes vasos sanguineos, que sdo reconhecidamente muito
vulnerdveis as consequéncias deletérias da I/R. Em resposta a I/R, ocorrem diversas
modificagdes estruturais na monocamada endotelial, como o alargamento das jungdes
paracelulares, causado pela dissociacdo de proteinas juncionais, ou contragdes do
citoesqueleto. O consequente aumento da permeabilidade microvascular resulta em edema, ou
seja, acimulo de liquido no tecido subcutaneo. O extravasamento de albumina nas vénulas
apos a lesdo por I/R € proporcional a taxa de adesdo leucocitaria as células endoteliais e a
infiltracdo destes leucdcitos (principalmente neutréfilos) nos sitios de isquemia (260-264). O
aumento no extravazamento macromolecular através de gaps, ou “aberturas alargadas”, entre
as células endoteliais contraidas de vénulas pos-capilares € um evento importante na
inflamac&o, sendo induzido por uma acéo direta no endotélio venular de mediadores liberados
por leucdcitos ativados (112,264).

Durante a isquemia, as células sdo privadas de oxigénio, a ressintese de ATP pela
fosforilacdo oxidativa € comprometida, e ocorre um aumento compensatério da glicélise
anaerobica, que gera uma quantidade muito pequena de ATP e um acimulo de residuos
metabdlicos (92). Sabe-se que a hipdxia prolongada altera o potencial de membrana, perturba
a distribuicdo de ions, aumenta o volume intracelular, diminui a fluidez da membrana e
prejudica a organizacdo do citoesqueleto das células endoteliais. Tais alteracdes podem ser
acompanhadas por deplecdo das reservas de energia, reduzida producdo de agentes
vasodilatadores, como o NO, e producdo exacerbada de fatores vasoconstritores como, por
exemplo, a pro-aterogénica endotelina (ET-1) e o tromboxano A2 (TXA2), um pré-agregante
plaquetario, que é estimulado pela propria ET-1. A ET-1 e o TXA2 sdo importantes
mediadores em eventos que induzem ao aumento da permeabilidade vascular e proliferacdo
celular durante processos inflamatorios crénicos. Vale destacar também que, durante a
isquemia, alguns genes sdo ativados nas células endoteliais hipoxicas, como os relacionados a
expressao de moléculas de adesdo e citocinas inflamatorias; enquanto outros, como das NOS
constitutivas, sdo suprimidos (16,260,261).

Entretanto, muitas destas respostas das células endoteliais a hipoxia sdo exacerbadas
pelo inicio da reperfusdo, e 0 NO produzido é prontamente removido pelos radicais livres ou
espécies reativas de oxigénio (do inglés ROS — reactive oxygen species). ROS sdo moléculas

instaveis e extremamente reativas, que possuem ao menos um elétron desemparelhado, o que
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permite a transferéncia de elétrons com moléculas vizinhas (reacdes redox), e que tém papéis
significativos na sinalizacdo celular e na homeostase corporal. Com o aumento abrupto nas
reacOes de oxidacdo durante a reperfusdo, as células endoteliais da microcirculagdo passam a
produzir proporcionalmente mais ROS e a biodisponibilidade do NO é prejudicada, visto que
0 NO formado reage com o radical superoxido e é usado para a formagdo do peroxinitrito, um
oxidante altamente toxico (92,255,265).

O peroxinitrito, por sua vez, é responsavel por um aumento adicional de ROS, através
do desacoplamento da éxido nitrico sintase endotelial (eNOS), com consequente queda na
sintese de NO e reducdo da sua biodisponibilidade. Em situa¢fes onde 0 aumento da producao
de ROS se sobrepBe a capacidade de atuacdo do sistema antioxidante, ocorre um quadro de
estresse oxidativo, producdo e liberacdo de mediadores inflamatorios como, por exemplo,
fator ativador de plaquetas e fator de necrose tumoral, e aumento da biossintese de moléculas
que medeiam a adesdo de leucdécitos ao endotélio (92,255,265).

Vale ressaltar que algumas moléculas, como histamina ou bradicinina, podem
aumentar a permeabilidade microvascular por ativacdo direta do endotélio, enquanto outros
mediadores (tais como LTBs e Cba) aumentam a permeabilidade microvascular
indiretamente, via ativacdo de células inflamatorias, tais como neutréfilos, que aderem e
transmigram do endotélio, aumentando a permeabilidade microvascular (81).

Resumidamente, a reperfusdo de tecidos isquémicos resulta em uma resposta
inflamatdria local e sisttmica que, por sua vez, pode resultar em disfuncdo microvascular
generalizada e alteracdo da funcao de barreira semipermeavel do endotélio vascular (260).

A obesidade exacerba significativamente as disfuncdes microvasculares, resultando
em diversas manifestacfes, sendo as principais: 1) aumento do estresse oxidativo e maior
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS); 2) menor biodisponibilidade
de NO, seja pela reducdo na sua producdo ou pela sua maior degradacdo devido a geracdo de
ROS e desacoplamento das NOS constitutivas, resultando em diminuigdo do relaxamento
arteriolar (menor vasodilatacdo) dependente do endotélio; 4) ativacdo do sistema
complemento; 5) adesdo de leucdcitos as celulas endoteliais dos capilares; 6) agregacao
plaquetaria; 7) aumento do recrutamento de células inflamatérias e aumento da
permeabilidade microvascular a macromoléculas nas vénulas pés-capilares, formacdo de
edema e infiltracdo de leucdcitos (principalmente neutrofilos) nos tecidos (16,80,118).

A disfuncdo endotelial na microcirculagdo é um marcador precoce do risco
cardiovascular, precedendo quaisquer placas ateromatosas estruturais visiveis, e esta

associada a um mau prognostico cardiovascular, independente de alteracGes na tolerancia a
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glicose. Reiterando, a disfungdo microvascular parece ser um processo sisttmico e seu estudo
em diversos sitios pode ter correlagdo com a microcirculagéo de 6rgaos-alvo (15,266).

Em nosso estudo, a permeabilidade basal ndo foi diferente entre os grupos controle e
alimentado com racdo hiperlipidica (HL); entretanto, apés 30 min de isquemia, houve um
aumento significativo da permeabilidade macromolecular no grupo HL, caracterizando um
estado de disfuncdo microvascular. Nossos dados corroboram com estudos anteriores do
nosso grupo em hamsters (153,202) e um estudo anterior onde suinos alimentados com uma
dieta rica em gordura e de alto teor calorico resultou em um aumento na permeabilidade
microvascular do miocardio (106).

Um achado importante de nosso estudo foi que o protocolo de jejum em dias
alternados (HLJA) foi capaz de reduzir a permeabilidade microvascular alterada nos animais
alimentados com racéo hiperlipidica. Portanto, este protocolo de jejum por 2 periodos de 24h
parece ser capaz de reverter ou atenuar os danos vasculares causados pela sobrecarga de
gordura, mas ndo sabemos ainda quais 0os mecanismos celulares e moleculares envolvidos
neste processo.

Vérios mediadores sabidamente envolvidos no aumento da permeabilidade endotelial,
como as espécies reativas de oxigénio (ROS) e as citocinas pré-inflamatérias como 0 TNF-a,
por exemplo, estdo aumentados na obesidade (1,3,16). Portanto, uma das hipdteses para
explicar esses achados é que os protocolos de jejum sdo capazes de alterar o estado redox,
promovendo uma reducdo do estresse oxidativo, e também um aumento das respostas
antioxidantes e antiinflamatorias (194,267-269).

Estudos tém demonstrado que o éxido nitrico (NO) pode desempenhar um papel
importante como modulador intrinseco da permeabilidade microvascular. VVarios mecanismos
podem estar envolvidos no comprometimento microvascular na obesidade, como, por
exemplo, a reducédo cronica da biodisponibilidade do NO secundaria ao aumento do estresse
oxidativo (270).

Em condigdes normais, a inibi¢do da sintese de NO parece diminuir a permeabilidade
microvascular. No entanto, durante condi¢fes inflamatorias, as evidéncias sugerem que o
aumento da permeabilidade microvascular associada a diminui¢cdo da sintese de NO é
dependente da acéo dos leucaocitos (270).

Na microcirculacdo, alem da vasodilatagéo, € consenso entre 0s pesquisadores que na
maioria dos sistemas e 6rgdos, sendo em todos, o 6xido nitrico previne a aterosclerose e outras
patologias cardiovasculares através de diversos mecanismos como, por exemplo, impedindo a

agregacdo e adesdo de plaquetas e neutrdfilos a superficie do endotélio, pela regulacdo do
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tdnus vasomotor e da permeabilidade microvascular, e inibi¢cdo da migracgéo e proliferagéo das
células do musculo liso vascular (270).

No coracdo, a enzima NOS endotelial (eNOS) esta presente nas células endoteliais da
vasculatura corondria e endocardica e dos cardiomidcitos. A forma NOS induzivel (iNOS)
também pode ser encontrada em cardiomidcitos (ventriculares) e células endoteliais, bem
como fibroblastos e musculo liso vascular (87,91).

Dados da literatura fornecem evidéncias de uma relacdo direta entre exercicio e saude
vascular pela manutencdo da funcéo de barreira endotelial, desencadeada pelo aumento do
fluxo sanguineo, resultando em aumento da expressdo de eNOS e maior liberagdo de NO e
prostaciclina (PGI2), potentes vasodilatadores e inibidores da agregacdo plaquetaria. O
exercicio cronico promove a diminuicdo da producdo de ROS, evitando o dano celular
causado pelo estresse oxidativo, e todos os efeitos descritos acima refletem uma interacédo
benéfica entre as a¢des do exercicio e a microcirculagéo (153,154).

Estudos em animais mostraram que artérias de roedores treinados exibiram aumento
da capacidade respiratdria mitocondrial e melhor equilibrio redox que pode, pelo menos em
parte, ser atribuido a alta biodisponibilidade de NO (160,161). Coragdes de ratos mantidos por
8 meses em dieta de restri¢do caldrica continua exibiram melhora na recuperagdo da funcao
apos isquemia-reperfusdo, conforme indicado pela melhora na respiragdo mitocondrial, e
promoveu cardioprotecdo durante um processo de pré-condicionamento isquémico (128).

Em ensaio clinico com individuos com sobrepeso, foi demonstrado que a dieta de uma
refeicdo por dia (um outro tipo de protocolo de jejum com restricdo de horario), com reducao
de calorias, melhorou significativamente a funcdo ventricular esquerda, a recuperacdo da
pressao arterial e frequéncia cardiaca de repouso apds o exercicio (196).

Estudos anteriores de nosso grupo, com o mesmo modelo animal e protocolos
semelhantes para dieta e exercicios, mostraram um aumento da expressao de iINOS na aorta de
animais alimentados com alto teor de gordura (202), caracteristico do estado inflamatério
causado pela obesidade, e um aumento expressao da eNOS quando a modificacdo para uma
dieta saudavel e exercicios crénicos sdo combinados (153). Esses dados sugerem que as
maiores melhorias na saude sdo observadas com uma associagdo entre os efeitos protetores
promovidos pelo exercicio e a reducdo dos efeitos deletérios causados pela sobrecarga de
gordura.

Em nosso estudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas nas
avaliagbes da expressdo tecidual, em cardiomiociotos do ventriculo esquerdo e da aorta

toracica, das enzimas eNOS ou iNOS.
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Entretanto, merece destaque o fato de que observamos um aumento na expresséo de
eNOS nos cardiomidciotos dos dois grupos submetidos ao jejum (HLJA e HLJP), variando
entre 40-66%, e também no grupo de dieta convencional (HLRC), de 20% e 33%, quando
estes foram comparados aos grupos controle (CT) e de dieta hiperlipidica (HL),
respectivamente.

Optamos por analisar a expressdo tecidual da eNOS e INOS porque tais enzimas
podem funcionar como indicadores indiretos da quantidade de NO, uma vez que o NO néo
pode ser diretamente medido. E possivel que alteragdes na quantidade de NO n&o sejam
acompanhadas por modificacdes detectaveis na expressdo das enzimas eNOS e iNOS a ponto
de serem identificadas pelo método de Western blotting. No entanto, devemos ressaltar que
também é possivel que os aumentos detectados na expressao de eNOS, observados nos grupos
do nosso estudo submetidos a modificacdo dietética, possam representar respostas fisioldgicas
interessantes.

Estudos em animais e humanos destacam a importancia bioldgica da NOS endotelial.
Em camundongos, a inibicdo desta enzima, que catalisa a sintese endotelial de NO, acelera a
aterogénese, e sua delecdo genética resulta em hipertensdo, remodelacdo vascular defeituosa,
trombose e aumento das intera¢des leucdcito-endotélio. Em humanos, a disfungéo endotelial,
relacionada a biodisponibilidade prejudicada de NO, pode estar associada ao desacoplamento
da eNOS, perda de sua funcdo e formacdo de espécies reativas de oxigénio (especialmente
superdxido). Nesse sentido, uma hipétese € que o jejum poderia desempenhar um papel
protetor para o endotélio por potencializar a expressdo da eNOS, com possivel efeito
ateroprotetor.

Uma hipdtese para os resultados obtidos de eNOS e iNOS esta na forma como nosso
estudo foi desenhado: as intervencdes (jejum, dieta ou exercicio) foram aplicadas
separadamente aos grupos experimentais e, logo, foram posteriormente comparadas
individualmente. Em estudo prévio do nosso grupo (153), a expressao de eNOS em extratos
de aorta mostrou um aumento linear em todos os grupos tratados com dieta e/ou exercicio
aerobico crénico, porem, diferencas estatisticas significativas na expressdo de eNOS em
comparacdo ao grupo controle (racdo hiperlipidica) s6 foram encontradas quando as duas
intervencdes — dieta e exercicio — foram combinadas (153).

Outra hipotese para os resultados encontrados no nosso estudo pode estar relacionada
as limitagdes técnicas do método Imunoblotting. Realizamos diversas tentativas para
padronizar protocolos de extragdo, assim como de deteccdo, das proteinas iINOS e eNOS a

partir de lisados de aorta toracica, por este representar um vaso fisiologicamente importante;
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porém, ndo obtivemos éxito. E, ainda sobre a técnica, optamos por usar o corante vermelho
Ponceau como controle interno dos experimentos, visto que a beta-actina e a tubulina, duas
proteinas constitutivas classicamente utilizadas, foram moduladas pela dieta hiperlipidica e
pelos exercicios (204). E possivel que essa metodologia tenha influenciado negativamente
nossos resultados, uma vez que encontramos uma variagdo muito elevada nos valores
detectados dentro de cada grupo, ndo resultando em diferenca estatistica entre 0s grupos
analisados.

Além disso, uma altima hipdtese a ser verificada reside na possibilidade das alteracGes
observadas na permeabilidade microvascular ndo estarem relacionadas ao NO em si e,
portanto, novos experimentos para elucidar os mecanismos envolvidos se fazem necessarios.

Nesse sentido, experimentos de reatividade microsvascular poderiam nos auxiliar a
avaliar a responsividade do endotélio e da musculatura lisa, afim de testar se a suposta
auséncia de diferenca na expressdo das enzimas NOS se refletird também nas respostas de
contratilidade. Além disto, experimentos para a avaliacdo da participacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e do extresso oxidativo, mediadores envolvidos no aumento da
permeabilidade endotelial, também poderiam nos ajudar a elucidar os mediadores envolvidos
nos efeitos observados sobre a permeabilidade microvascular.

Conforme discutido, ha grande dificuldade em comparar os estudos sobre os efeitos do
jejum intermitente, em animais e em humanos, visto que tais estudos sobre o tema apresentam
muita variabilidade nos seus resultados, que pode ser atribuida a uma série de fatores, tais
como: a) diferencas no desenho experimental — variacfes nos tipos de protocolo de jejum
adotados, bem como tempo de duracdo dessa intervencéo; b) caracteristicas do modelo animal
ou da populacdo amostral; c) dificuldade em relatar a ingestdo calérica nos dias de jejum e
nos dias de alimentacdo; e d) baixa adesdo dos participantes ao tratamento proposto.

Em relacdo a avaliacdo da massa corporal, é importante considerar também que,
mesmo que a massa corporal e a massa gorda tenham apresentado diminuicdo em muitos
estudos, alguns descrevem problemas na adeséo estrita aos protocolos de jejum como, por
exemplo, grupos submetidos a jejum em dias alternados relataram que comeram mais do que
0 prescrito durante os dias de jejum, e menos do que o recomendado nos dias de alimentacdo
livre. Além disso, as taxas de abandono destes estudos parecem altas (em torno de 40%).
Sendo assim, apesar da significancia estatistica dos resultados de perda de peso, a importancia
clinica e a capacidade de sustentar um regime de jejum intermitente podem ser questionaveis
(271).
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Vale acrescentar que, no caso de estudos em humanos, é importante considerar 0s
fatores subjetivos associados a cada protocolo adotado que possam influenciar a capacidade
dos individuos em se engajar, voluntariamente, em periodos de jejum ou de alimentacao
muito reduzida por periodos prolongados. Adequar os horarios, para que sejam mais
convenientes para 0os pacientes, ou ainda adicionar uma refei¢cdo reduzida (10-20% das
necessidades caloricas diarias) aos dias de jejum intermitente, podem tornar a pratica mais

aceitavel e toleravel para um maior nimero de pessoas.

Concluséao

Em resumo, o presente projeto de tese confirmou que submeter hamsters a
alimentacdo rica em gordura (dieta hiperlipidica) induz um quadro tipico de pacientes com
sobrepeso e obesidade, visto que resultou em prejuizos a composi¢do corporal, promovendo
expansdo do tecido adiposo branco e diminui¢do da massa magra, e disfun¢do microvascular,
observada por meio do aumento da permeabilidade macromolecular induzida por estimulo de
isquemia-reperfusdo.

O protocolo de Jejum Intermitente Alternado (HLJA) restaurou a funcdo
microcirculatéria, melhorando a permeabilidade macromolecular.

Entretanto, o protocolo de Jejum Intermitente Periddico (HLJP) ndo recuperou a
permeabilidade microvascular, apesar da melhora na composi¢do corporal, similar a
observada com a dieta convencional, e dos menores niveis de triglicerideos em relacdo ao

exercicio fisico.
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