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RESUMO

A obesidade é uma doenca crbnica, inflamatéria e multifatorial, correlacionada a danos
oxidativos e neuroinflamatorios. A fisiopatologia, em nivel celular, decorre de alteracdes do
metabolismo bioenergético que culminam na diminuicdo de intermediarios como
Nicotinamida-Adenina Dinucleotideo oxidado (NAD™). A restricdo caldrica (RC) e compostos
precursores de NAD™ séo alternativas efetivas para restabelecer e equilibrar esses niveis. Deste
modo, a presente dissertacdo teve como objetivo avaliar os efeitos do nutracéutico Ribosideo
de Nicotinamida (RN), um potente precursor de NAD", sobre parametros biométricos,
metabolicos, peso de drgaos, estresse oxidativo cardiaco e neuroinflamacao hipotalamica, em
ratos Wistar machos submetidos a obesidade pelo modelo de dieta de cafeteria (CAF). O
experimento consistiu na utilizacdo de 52 ratos, induzidos a obesidade por 6 semanas e tratados
(RN 400mg/kg ou RC ou RN+RC) por mais 4 semanas, subsequentemente. Como resultado, a
exposicdo a CAF em 6 semanas induziu fendtipo de obesidade, e em 10 semanas induziu
sindrome metabdlica e aumento do volume do coragdo. O tratamento com RN suprimiu 0 ganho
de peso final, atenuou o acumulo de tecido adiposo (visceral e subcutaneo), reduziu a RI e
melhorou a relagdo TG/HDLc. No coracdo, o tratamento aumentou nivel de TBARS e diminuiu
atividade da enzima NADPH oxidase. A intervencdo com RC promoveu reversao da obesidade,
proporcionou perda de peso corporal e menor consumo alimentar caldrico. Além disso, RC
diminuiu a atividade da enzima catalase no coragdo e proporcionou menor nivel sérico de TG,
reducdo da RI e baixa TG/HDLc. A RC combinada ao RN, potencializou a perda de peso,
elevou niveis séricos de TG, aumentou a atividade da enzima catalase no coracdo, e, no
hipotalamo, diminuiu niveis de TNF-a. Sob condigdes fisioldgicas (animais magros) o
tratamento com RN, apds 1 semana, impediu o desenvolvimento do peso corporal, diminuiu o
ganho de peso final, aumentou o volume do coracédo, niveis séricos de glicose e diminuiu a
atividade da NADPH oxidase. Em conclus&o, o tratamento com RN na obesidade favorece a
perda da adiposidade, modula estresse oxidativo cardiaco e diminuiu agravos metabolicos.
Combinado com a restricdo calorica, potencializa a perda de peso e modula positivamente a
atividade antioxidante. Em estado fisiologico, o tratamento com RN proporciona estabilidade
do peso corporal e diminuicdo da atividade de NADPH oxidase. Ressalta-se, como adversidades
ao tratamento com RN, aumentos nos niveis de TG quando em estado de restricao calérica e de
glicose quando em estado de eutrofia. Além disso, também nos animais eutroficos, o tratamento
com RN aumentou o peso do coracdo. Em conjunto, os resultados sugerem uma potencial
utilizacdo de RN como alternativa para o tratamento da obesidade. Mais estudos ainda séo
necessarios para elucidar seus mecanismos de agdo, sobretudo na investigacdo de potenciais
eventos adversos.

Palavras-chave: obesidade, dieta de cafeteria, ribosideo de nicotinamida.



ABSTRACT

Obesity is a chronic, inflammatory and multifactorial disease, correlated to oxidative and
neuroinflammatory damage. The Physiopathology, at the cellular level, stems from alterations
of the bioenergetic metabolism that culminate in the decrease of intermediates as oxidized
nicotinamide-adenine dinucleotide (NAD"). Caloric restriction (CR) and NAD™ precursors
compounds are effective alternatives to restore and balance these levels. Thus, this dissertation
aimed to evaluate the effects of the nutraceutical nicotinamide riboside (NR), a potent precursor
of NAD®, on biometrics, metabolic, organ weight, cardiac oxidative stress and
neuroinflammation hypothalamic parameters in male Wistar rats subjected to obesity by
cafeteria diet model (CAF). The experiment consisted of the use of 52 rats, induced to obesity
for 6 weeks and treated (NR 400mg/kg or CR or CR+NR) for another 4 weeks, subsequently.
As a result, the exposure to CAF in 6 weeks induced a phenotype of obesity, and in 10 weeks
induced metabolic syndrome and increased heart size. Treatment with NR suppressed the final
weight gain, attenuated the accumulation of adipose tissue (visceral and subcutaneous), reduced
IR and improved the TG/HDLc ratio. Moreover, at heart, treatment increased the level of
TBARS and decreased activity of the enzyme NADPH oxidase. The intervention with CR
promoted reversal of obesity, provided loss of body weight and lower caloric food intake. In
addition, CR decreased the activity of the catalase enzyme in the heart and provided lower
serum TG levels, reduced IR and low TG/HDLc. Combined CR to NR, potentiated weight loss,
elevated serum TG levels, increased the activity of the catalase enzyme in the heart, and, in the
hypothalamus, decreased TNF-a levels. Under physiological conditions (lean animals) the
treatment with NB, after 1 week, prevented the development of body weight, decreased the final
weight gain, increased heart volume, serum glucose levels and decreased the activity of
NADPH oxidase. In conclusion, treatment with NR in obesity favors the loss of adiposity,
modulates cardiac oxidative stress and decreased metabolic problems. Combined with caloric
restriction, it potentializes weight loss and positively modulates antioxidant activity. In a
physiological state, treatment with NB provides stability of body weight and decreased NADPH
oxidase activity. It is noteworthy, as adversities to the treatment with NB, increases in TG levels
when in a state of caloric restriction and glucose when in a state of eutrophy. Moreover, in
eutrophic animals, treatment with NB increased the weight of the heart. Together, the results
suggest a potential use of NB as an alternative for the treatment of obesity. Further studies are
still needed to elucitake its mechanisms of action, especially in the investigation of potential
adverse events.

Keywords: obesity; cafeteria diet; nicotinamide riboside.
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1. INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA OBESIDADE

Atualmente a prevaléncia da obesidade exibe indices pandémicos, sendo
considerada um problema de salde publica global. Ultimos dados publicados pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam aproximadamente 650 milhdes de
individuos adultos no mundo em estado de obesidade (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). Além disso, casos da doenca tem aumentado
exponencialmente ao decorrer dos anos, passando de 7% em 1980 para 12,5% em 2015.
Estima-se ainda que a incidéncia do sobrepeso e obesidade obteve um aumento proximo
de 80% em menos de quatro décadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Em esfera global, o nimero absoluto de individuos adultos acima do peso
aumentou drasticamente, passando de 921 milhdes em 1980 cerca de 27,5% da populagéo
na época) para 2,3 bilhdes em 2013 (cerca de 47,1% da populacdo a época) (NG et al.,
2014). Ainda, em 2013 aestipulou-se que em muitos paises, sobretudo aqueles
emergentes, a prevaléncia do excesso de peso, incluido sobrepeso e obesidade,
ultrapassou 50% (HRUBY e HU, 2015).

A populacdo brasileira estd entre as principais contribuintes para o perfil
pandémico da obesidade. Observacdes da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Cronicas por Inqueérito Telefonico (VIGITEL), sustentada pelo Ministério da
Saude, apontam que em 2016 mais da metade (53,8%) dos brasileiros estavam acima do
peso e, destes, 18,9% eram obesos (BRASIL, 2017). No que tange ao crescimento, a
proporcao de obesos no intervalo de 10 anos (2006 a 2016) mais que duplicou atingindo
aumento de 60,1% conforme dados do VIGITEL (BRASIL, 2017). O NCD RisC (Non-
Communicable Diseases Risk Factor Collaboration), érgdo internacional engajado no
estudo de doengas crénicas ndo transmissiveis coordenado pela OMS, projeta que o Brasil
ocupe, em 2025, a oitava colocacdo dentre os treze paises sul-americanos com maior
populacdo obesa (NCD-RISC, 2019b). Adicionalmente, estima-se que a probabilidade
desses paises estabilizarem a ascensdo é pequena. Neste sentido, o Brasil demonstra pior
prognostico, apresentando 0.4% da possibilidade efetiva do controle incidente da
obesidade até 2025 (NCD-RISC, 2019b).
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1.2 COMPREENSAO EVOLUTIVA DA OBESIDADE

Aspectos antropolédgicos sdo fundamentais para compreender fendémenos
evolutivos que desencadearam o surgimento de diversas doencas nas Ultimas décadas
(WELLS, 2006; ZIMMET, 2000). O desenvolvimento socioecondémico vertiginoso
favoreceu o avanco urbanistico, tecnoldgico e cultural. Em contrapartida, 0 progresso
gerado atribuiu & humanidade habitos de vida inapropriados como consumo de alimentos
processados, industrializados e altamente caloricos, acompanhado de uma rotina de
trabalho extenuante, favorecendo o sedentarismo. Essas mudancgas repentinas tornaram o
genoma humano suscetivel a polimorfismos e mutacdes, dando origem as diversas
doengas cronicas, em particular, a obesidade (JEW, ABUMWEIS, JONES, 2009;
WELLS, 2006; ZIMMET, 2000).

Contemporaneamente, a prevaléncia de obesidade apresenta graus epidémicos e
deletérios sem precedentes. Além disso, 0 aumento de massa adiposa era pouco evidente
no homem ancestral (WELLS, 2006; BATESON, 2004). Em 1962, Neel apresentou a
hipbtese “thrifty genotype” (gendtipo poupador), propondo que determinadas populactes
apresentavam maior propensdo a resisténcia insulinica, tanto por selecdo quanto por
aspectos genéticos (NEEL, 1962). Deste modo, na superabundancia de alimentos e estilo
de vida sedentario, o genétipo poupador seria instigado desencadeando eventos
metabolicamente desvantajosos. Entretanto, com o avango do conhecimento cientifico a
hipétese foi reformulada sugerindo que tal fendmeno poderia derivar-se dominantemente
de eventos epigenéticos acarretados por variacdes ambientais (CASTILLO, ORLANDO,
GARVER, 2017). Corroborando essa hipotese, trabalhos recentes esclarecem e reforcam
0 ambiente como o principal catalisador da obesidade (DE ANDRADE AOYAMA et al.,
2018; MAYNE, AUCHINCLOSS, MICHAEL, 2015). A Figura 1 ilustra este panorama.

Baseado nas caracteristicas genéticas da sociedade moderna, trés formas
fenotipicas da obesidade podem se apresentar: obesidade monogénica sindromica,
obesidade monogénica nao-sindromica e obesidade poligénica (ALBUQUERQUE et al.,
2015). A forma monogénica (sindrémica e ndo-sindrémica) da obesidade resulta da
alteracdo em um Unico gene, acometendo 5% da populacdo (ALBUQUERQUE et al.,

2015). Apesar de pouco prevalente, esta forma comumente inicia-se de modo precoce e
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conduz a obesidade severa, acarretando alteracBes enddcrino-metabdlicas e mentais
importantes (ALBUQUERQUE et al., 2015).

A obesidade monogénica ndo-sindromica representa 10% dos casos de obesidade
na infancia e adolescéncia, envolvendo conhecidamente oito genes mutados envolvidos
no controle da ingestdo alimentar e no gasto energético, dentre eles estdo: gene da leptina
(LEP); gene do receptor de leptina (LEPR); gene pré-opiomelanocortina (POMC); gene
pro-proteina convertase 1 (PCSK1); gene do receptor de melanocortina-4 (MC4R); gene
do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF); ortélogo do gene Single-minded
homolog 1 de droséfila (SIM1); gene do receptor tirosina-quinase neurotrofico tipo 2
(NTRK2) (ALBUQUERQUE et al., 2015).

Por fim, a obesidade poligénica, condicdo etiologicamente mais observada e
prevalente na populacdo moderna. Esta patologia é definida pelo efeito cumulativo de
multiplas delecBes genéticas, especialmente em genes relacionados ao metabolismo
energético. Tais delecfes descendem de adaptacdes negativas do DNA, gerando alelos
permissivos ao desenvolvimento de obesidade. Mesmo que estas variantes poligénicas
prenunciem a doenca, nem todos individuos acometidos manifestardo o fenotipo obeso.
Além disso, seguindo a ldgica contraria, naqueles sem predisposicdo genética, a
instauracdo da obesidade também pode ser vista com regularidade. Todos estes fatores
denotam o perfil heterogéneo da doenca e ilustram a importancia do ambiente no principio
fisiopatoldgico (PIGEYRE et al., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2015).

Figura 1. Reflexos evolutivos da transposi¢do do homem primitivo ao homem moderno

Adaptagado genética desfavoravel
(alteragBes cromossémicas estruturais, variagées de nucleotideos unicos, mudangas epigenéticas)

Transi¢do ambiental evolutiva
(alimentos hipercaloricos e sedentarismo)

] Obesidade
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O Sindrome metabdlica
Revolucio Industl’a = O Diabetes tipo 2

P .
0 Doencgas cardiovasculares

U Alterag&es neurolégicas
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Homem primitivo Homem moderno

ESCASSEZ ALIMENTAR FARTURA ALIMENTAR
“maior armazenamento energético “maior armazenamento energético herdado primitivamente

confere aumento da sobrevida” resulta em extensdo adipocitaria,
implicando graves alteragdes metabdlicas”

Fonte: o autor.
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1.3 PROBLEMATICA E ASPECTOS GERAIS DA OBESIDADE

A OMS define obesidade como uma condicdo fisico-organica caraterizada pelo
acumulo excessivo de gordura corporal, sobretudo na regido abdominal, podendo induzir
0 surgimento de inimeras comorbidades, como sindrome metabdlica (SM), diabetes
(DM), alteragcOes cardiovasculares e cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2018). Somado a isso, € atualmente considerada uma doenga cronica, inflamatoria,
complexa, de etiologia multifacetada, apresentando carateristicas fisiopatoldgicas e
morbidades proprias que se relacionam com problemas fisicos, organicos e emocionais
(SCHETZ et al., 2019).

De modo geral, obesidade é o reflexo do desequilibrio metabdlico entre
armazenamento e gasto energético (CASTILLO, ORLANDO, GARVER, 2017). Este
desequilibrio é oriundo do excesso de consumo alimentar associado ao sedentarismo,
gerando assim um balango energético positivo e consequentemente o fendtipo obeso
(CASTILLO, ORLANDO, GARVER, 2017; MELDRUM, MORRIS, GAMBONE,
2017). No entanto, fatores como estresse fisico-mental, tabagismo e agentes infecciosos
também contribuem para o surgimento da obesidade (MELDRUM, MORRIS,
GAMBONE, 2017). Ademais, estudos recentes demonstram forte associagdo da
microbiota intestinal, quando em disbiose, ao desenvolvimento da obesidade e disfungdes
neuro-endocrinolégicas adjacentes (GOMES, HOFFMANN, MOTA, 2018; RASTELLI,
KNAUF, CANI, 2018).

1.3.1 TECIDO ADIPOSO E O FENOTIPO DA OBESIDADE

O tecido adiposo (TA) é classicamente conhecido como um subtipo especializado
de tecido conjuntivo, composto predominantemente de células pré-adiposas e adip6citos
maduros (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013). Linhagens celulares estromais
mesenguimais, endoteliais, fibroblasticas e imunoldgicas também compdem a estrutura
do TA (MORENO-NAVARRETE, FERNANDEZ-REAL, 2017; CHOE et al., 2016).
Adipdcitos maduros constituem um ter¢o do TA que, por sua vez, representa cerca de 15
a 25% do peso corporal total de um individuo eutréfico (MORENO-NAVARRETE,
FERNANDEZ-REAL, 2017; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013). Os adipécitos possuem
formato poliédrico, grande didmetro (25 — 200 micrémetros - um) e podem ser

representados por trés grupos celulares com origem, morfologia e funcéo distintos: celula
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adiposa branca (ou unilocular); célula adiposa marrom/parda (ou multilocular); e célula
adiposa bege (LUO, LIU, 2016). Conforme ilustrado em Figura 2.

Adipécitos pardos compdem o tecido adiposo marrom (TAM), cuja estrutura é
extremamente especializada, vascularizada e inervada pelo sistema nervoso simpatico
(SNS) (LUO, LIU, 2016; CHOE et al., 2016). O grande nimero de mitocondrias
vinculadas a pequenas goticulas lipidicas fragmentadas no citoplasma proporciona aos
adipdcitos pardos o fenbmeno pigmentar castanho, que justifica sua denominagdo
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013). Como principal funcdo, TAM dissipa energia
quimica na forma de calor (processo termogénico), utilizando, para tal, reservas
energéticas proprias em reacGes oxidativas mitocondriais, especialmente via proteina
desacopladora-1 (UCP1) (MORENO-NAVARRETE, FERNANDEZ-REAL, 2017;
LUO, LIU, 2016; CHOE et al., 2016).

Em roedores, adipdcitos pardos estdo naturalmente presentes e encontram-se
sobre regides subcuténeas ao dorso (ZHANG et al., 2018). Inicialmente, acreditava-se
que presenca significativa de TAM se limitava a neonatos (KUZAWA, 1998).
Posteriormente, Cypess et al., (2009) identificou TAM em individuos adultos saudaveis
sobre regiGes cervicais e claviculares. Na atualidade, pesquisas conotam extensos
beneficios deste tecido para a salde humana, associando o acumulo de TAM a
sensibilidade a insulina (CHONDRONIKOLA et al., 2013), metabolismo da glicose
(MATSUSHITA et al., 2014), aumento de gasto energético corporal (OUELLET et al.,
2012), além de correlacdo inversa com o tecido adiposo branco (TAB) (SAITO et al.,
2009), graus elevados do indice de massa corpdrea (IMC) e niveis de glicose (CYPESS
et al., 2009). Assim, enquanto TAM esta relacionado a protecdo e flexibilidade
metabolica, o TAB é relacionado a doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) e
alteracdes metabolicas (MORENO-NAVARRETE, FERNANDEZ-REAL, 2017; LUO,
LIU, 2016; CHOE et al., 2016; CHONDRONIKOLA et al., 2013).

Em humanos, o tecido adiposo branco esta situado, em consideravel quantidade,
sob compartimentos corporais subcutaneos (regido abdominal, glitea e femoral) e
viscerais (regido retroperitoneal, omental e mesentérica). Este TAB realiza funcGes
relevantes ao organismo, como protecdo de Orgdos, absorcdo de impactos fisicos,
modelamento corporal e isolamento térmico (MORENO-NAVARRETE, FERNANDEZ-
REAL, 2017; LUO, LIU, 2016). Além disso, TAB também estd relacionado ao
armazenamento de energia, podendo chegar a 300 quilocalorias (kcal) a cada 50 gramas

(9) de massa adiposa corporal (ZHANG et al., 2018). Recentemente, TAB foi descrito
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como uma glandula endodcrina no qual células de base, adipocitos brancos (ou
uniloculares), sintetizam, secretam e metabolizam mensageiros quimicos que
sensibilizam multiplos o6rgdos e sistemas (CINTI, 2018; COELHO, OLIVEIRA,
FERNANDES, 2013). Fatores adipocito-derivados, como leptina, adiponectina e
resistina, atuam no organismo regulando o consumo alimentar, metabolismo energético e
inflamacdo, respectivamente. Ademais, citocinas mediadoras de processos inflamatorios
e recrutamento imunologico, como o fator de necrose tumor alfa (TNF-a), interleucina 1
beta (IL-1P) e interleucina 6 (IL-6), também sdo expressas e secretadas por TAB
(UNAMUNO et al., 2018; FASSHAUER, BLUHER, 2015).

Por fim, recentemente, um subtipo de estrutura adiposa branca (denominada
tecido adiposo bege) tem sido relacionado com a salde metabdlica e atividade
termogénica adaptativa (PARK, KIM, BAE, 2014). Estudos in vitro e in vivo demonstram
que a subpopulacéo adipocitaria bege, derivada de pré-adipécitos ou transdiferenciada de
adipdcitos brancos maduros, apresenta funcdo e morfologia semelhantes as células
adiposas do TAM, promovendo beneficios contra doencas cronicas metabdlicas (PARK,
KIM, BAE, 2014; SHABALINA et al., 2013).

Notoriamente o consumo alimentar exagerado é relacionado ao excesso
energético alimentar que, posteriormente, é armazenado em TAB, na forma de
triglicerideos (TG). Essa rotina por longos periodos viabiliza o processo adipogénico,
caraterizado pelo aumento de volume (hipertrofia) e namero (hiperplasia) de células do
TAB, aumentando assim a adiposidade corporal e ectopica (ex.: coracao, figado, tecido
muscular) (MORENO-NAVARRETE, FERNANDEZ-REAL, 2017; LUO, LIU, 2016;
CHOE et al., 2016). Agravando o quadro, a baixa atividade locomotora (seja pela
inatividade fisica facultativa ou por afec¢fes osteomusculares) desacelera o requerimento
enddgeno de energia, diminuindo reacbes potencialmente contrarreguladoras, incluindo
a degradacdo de TG armazenados e sua utilizagdo para gerar adenosina trifosfato (ATP).
Adicionalmente, a expanséo irregular de TAB é relacionada a geragdo de mediadores pro-
inflamatdrios, induzindo resposta imunoldgica inata e adaptativa, resultando em fibrose
tecidual (ex.: no figado) e alteragcbes em funcGes endocrinas (ex.: resisténcia central e
periférica a insulina e leptina) (UNAMUNO et al., 2018). Somando-se a isso, aumentos
aos niveis sericos de adipocinas levam a alteragdes do metabolismo oxidativo e
resisténcia periférica a insulina (RI) as quais séo relacionadas a SM, dislipidemia e
inflamag&o cronica de baixo grau (FASSHAUER, BLUER, 2015).



22

A obesidade androide (ou central), em humanos, é caracterizada por acimulo de
TAB predominantemente na regido troncular. Consensualmente, tanto o aumento de
tecido adiposo branco sisttmico quanto o acumulo especifico em regido troncular
representam graves riscos a salude (VAN MEIJEL, BLAAK, GOOSSENS, 2019).
Barroso et al. (2017) demonstrou associacdo positiva da obesidade central (OC) com
hipertensdo arterial sisttmica (HAS), diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) e dislipidemia.
Yang et al. (2017) também trouxe novas evidéncias relacionando OC com risco de morte
por causas gerais. Por fim, diversos estudos ligam OC ao risco de desenvolvimento de
diversos tipos de cancer (PANG et al., 2019; HIDAYAT et al., 2016; NAGRANI et al.,
2016; GENKINGER et al., 2015). Neste sentido, 0 armazenamento de gordura em regido
troncular (ou intra-abdominal) é um importante fator para o desenvolvimento de

comorbidades e progndéstico da obesidade.

Figura 2. Diferenciacdo e caraterizacdo funcional e histoldgica de tecido adiposo

marrom, bege e branco
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Fonte: Modificado de Jung, Sanchez-Gurmaches, Guertin, 2018.
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1.3.2 SISTEMA NERVOSO CENTRAL E OBESIDADE

O controle da fisiologia enddcrina é regulado por inimeras regides e estruturas
centrais, tomando grande importancia para o entendimento das doencas crénicas
enddcrino-metabdlicas especialmente na obesidade.

O sistema nervoso (SN) é constituido por duas organizac¢@es anatdmicas distintas:
o sistema nervoso central (SNC), correspondente ao encéfalo, tronco encefalico e medula
espinhal; e o sistema nervoso periférico (SNP), representado por nervos e ganglios
correlatos (LECHAN, TONI, 2016). Em conjunto, estes dois sistemas atuam mantendo a
homeostase do organismo (ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2008). Areas complexas do
SNC abrangem fungdes fisiolégicas de controle e manutencdo do peso corporal. A
exemplo disso, o hipotalamo (HT), localizado em mamiferos na regido diencefélica e
constituido por inimeros nucleos, € o principal centro homeostatico do organismo,
ligando o SN ao sistema endocrino, sintetizando e  secretando
neurohorménios (LECHAN, TONI, 2016). Dentre as funcGes ligadas ao HT esta o
controle da termorregulacdo, do ritmo circadiano, do metabolismo energético e da
ingestdo alimentar e hidrica. Além disso, o HT encontra-se estritamente conectado ao
sistema limbico, associado a comportamentos emocionais, sociais € instintos
(HALILOGLU, BEREKET, 2018; LECHAN, TONI, 2016).

Situado na por¢do mediobasal do HT, o nucleo arqueado (Arc) € arquitetado pela
conjuncado de redes neuronais dicotdmicas, sendo responsavel pelo controle do apetite
(neurdnios orexigenos) e saciedade (neurdnios anorexigenos) (LECHAN, TONI, 2016).
Entre a subpopulacdo orexigena estdo neurdnios relacionados a secre¢do de neuropeptidio
Y (NPY) e de proteina relacionada Agouti (AgRP), ambos capazes de ativar neurdnios
de segunda ordem, induzindo aumento do apetite e diminuicéo do gasto energético basal
(HALILOGLU, BEREKET, 2018). De mecanismo semelhante, porém com atividade
oposta, 0 agrupamento anorexigeno, composto por neur6énios pro-Opio-melanocortina
(POMC) e neurbnios que expressam transcritos relacionados a anfetamina e cocaina
(CART) estimulam a saciedade e aumentam o metabolismo energético basal
(HALILOGLU, BEREKET, 2018; WOODS, D’ALESSIO, 2008; MORTON et al.,
2006).

A ativagdo ou inibicdo de neurénios NPY/AgRP (fome) e POMC/CART
(saciedade) decorre de flutuacdes do estado energético enddgeno, niveis hormonais e
fatores neuroquimicos (HALILOGLU, BEREKET, 2018). Enquanto NPY/AgRP séo
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estimulados por longos periodos de jejum, quedas na glicemia e secrecdo aumentada do
hormdnio grelina, os neurénios POMC/CART sensibilizam-se ap0s elevacdo dos niveis
plasmaticos de suprimentos nutricionais energéticos (&cidos-graxos, aminodcidos,
glicose) e hormonais, como colecistoquina (CCK), peptideo YY (PYY) e peptideo-1
semelhante ao glucagon (GLP-1) e insulina (WOODS, D’ ALESSIO, 2008; MORTON et
al., 2006). Embora estes fatores sejam os principais mecanismos indutores e/ou inibitorios
do apetite e da saciedade, outros mediadores tem sido investigados, com agéo bivalente
em ambas classes neuronais, por exemplo: a) neurotransmissores oxitocina, dopamina e
serotonina (MILLER, 2017); b) fatores adipocito-derivados leptina, adiponectina, TNF-
o, IL-6, IL-1p (MAKKI, FROGUEL, WOLOWCZUK, 2013; AHIMA, LAZAR, 2008);
c) quimiocinas como lipopolissacarideo (LPS) e proteina quimiotatica de mondcitos-1
(MCP-1) (BOUTAGY et al., 2016; MAKKI; FROGUEL; WOLOWCZUK, 2013).

A génese da obesidade em nivel central deriva de danos e/ou alteracdes em
nacleos da estrutura hipotalamica, levando ao ganho de peso acelerado, disfuncbes do
metabolismo energético, e, indiretamente, transtornos alimentares (HALILOGLU,
BEREKET, 2018; MELDRUM, MORRIS, GAMBONE, 2017), confirmados por exames
de neuroimagem (PUIG et al., 2015; VAL-LAILLET et al., 2015; CARNELL et al.,
2012; THALER et al., 2012).

A exposicdo cronica a dietas hipercaléricas (CAl, 2013) e a expansdo desordenada
de TAB (PARIMISETTY et al., 2016) também estdo associadas a alteracdes
hipotaldmicas, sobretudo relacionadas a neuroinflamacdo na regido. Nesse sentido, em
modelos animais, a neuroinflamacdo hipotalamica é decorrente da ativacdo de vias de
sinalizacdo celular inflamatéria (DOUGLASS et al., 2017; VALDEARCOS et al, 2017,
POSEY et al., 2009), acdo e infiltracdo microglial (VALDEARCOS et al., 2017; WAISE
etal., 2015; Yl et al., 2012), aumento dos niveis de citocinas IL-6, IL1-p, TNF-a (WANG
et al., 2012; MILANSKI et al., 2009) e diminuicdo de IL-10 (NAKATA et al., 2017;
WANG et al., 2012).

Ainda que estudos pré-clinicos demonstrem relacao entre hipotdlamo, inflamacéo
e obesidade, evidéncias clinicas sdo mais limitadas. Assim, em individuos obesos, para
andlise indireta de neuroinflamacéo sdo utilizados liquido cefalorraquidiano (LCR) (VAN
DE SANDE-LEE, VELLOSO 2012) e exames de neuroimagem (CARNELL et al.,
2012). Larsson et al. (2015) identificou 19 biomarcadores neuroinflamatérios no LCR
associados a graus elevados de IMC. Kreutzer et al. (2017), Schur et al. (2015) e Thaler

et al., 2012, utilizando métodos de imagem, demonstraram que a neuroinflamacéo em
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individuos obesos pode ser mediada por gliose em regido mediobasal do hipotalamo.
Portanto, tem sido proposto que a inflamacdo precipita e/ou agrave a condicdo
fisiopatolégica da obesidade. Assim, o desenvolvimento de terapias que busquem atenuar
ou inibir os processos inflamatorios é relevante tanto em nivel experimental quanto
clinico (D O’BRIEN et al., 2017).
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1.4  DIAGNOSTICO DA OBESIDADE

Tradicionalmente, o grau de obesidade é avaliado por meio do IMC (razéo entre
peso corporal total e a altura do individuo, classificando-o como eutrofico (18,5 — 24,9
kg/m?), sobrepeso (25,0 — 29,9 kg/m?) e obeso (>30,0 kg/m?) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018). Embora amplamente utilizado, o IMC é pouco sensivel para
diagndstico do fendtipo obeso (ROMERO-CORRAL et al., 2008; FRANKENFIELD et
al., 2001), pois nao distingue peso livre de gordura (tecido 6sseo, peso hidrico e/ou massa
muscular) de peso gordo (tecido adiposo per se) (DEURENBERG, YAP, VAN
STAVEREN, 1998). Além disto, este indice é afetado pelo sexo biolégico, idade, e
natureza do préprio tecido adiposo (subcutaneo e/ou visceral) (HRUBY e HU, 2015;
ROMERO-CORRAL et al., 2008; FRANKENFIELD et al., 2001).

O fenotipo obeso se configura pelo excesso e acumulo de gordura corporal e
ectopica. Métodos de imagem, como tomografia computadorizada, ressonancia
magnética e densitometria por dupla emissdo de raios-X (DEXA) destacam-se como
padrdo ouro para discriminacdo do fendtipo (SHUSTER et al., 2012). Alternativamente,
a medida de dobras cutaneas (DC), uma técnica antropomeétrica, apresenta-se conveniente
na pratica clinica, fornecendo resultado réapido, confidvel e de baixo custo (PARENTE,
2016; SHUSTER, 2012). Em reforco ao diagnoéstico, a afericdo da circunferéncia
abdominal (CA) e relacdo da circunferéncia cintura-quadril (RCQ) [formula: RCQ =
circunferéncia da cintura (cm) / circunferéncia do quadril (cm)] é habitualmente utilizada
para estimar o grau de adiposidade visceral (obesidade central) e morbidades
cardiovasculares relacionadas a obesidade (SHUSTER et al., 2012; ROMERO-CORRAL
et al., 2008; FRANKENFIELD et al., 2001).

Na esfera clinica e na pesquisa basica, hiperglicemia, hiperlipidemia,
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina sdo frequentemente
coexistentes em estagios moderados a severos de obesidade (MASON et al., 2019; HU et
al., 2018; KIM, PARK, 2018; MARQUES et al., 2016; GISHTI, 2015). Neste sentido, a
analise desses parametros por meio de dosagens séricas € crucial ao individuo, pois,

permitem caracterizar o nivel de comprometimento metabolico e progndstico da doenca.
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1.5. COMPLICACOES DA OBESIDADE

A obesidade afeta negativamente a qualidade de vida do individuo, levando a
alteracdes metabdlicas, dificuldades respiratdrias e locomotoras, e risco de morte precoce
em casos de obesidade mais severa (HOARE et al., 2019; HRUBY, HU, 2015). InUmeras
DCNTs e alteragdes endocrino-metabolicas sdo ocasionadas e/ou influenciadas pela
obesidade, a exemplo SM, DM2, doencgas cardiovasculares (DCV), doenga hepética
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), alteracbes osteomusculares, cancer, entre outras
(ABDELAAL, LE ROUX, DOCHERTY, 2017; PROSPECTIVE STUDIES
COLLABORATION et al., 2009).

Individuos obesos apresentam maior nivel de sintomas de ansiedade e de
depressdo, influenciando diretamente o comportamento alimentar, emocional e social
(MELDRUM, MORRIS, GAMBONE, 2017). Na infancia, a adiposidade correlaciona-se
positivamente com a compulsdo alimentar, refratariedade dietoterapica e transtornos
alimentares relacionados a idade (TANOFSKY-KRAFF et al., 2006). Hoare e
colaboradores (2019) demonstraram que criangas em sobrepeso e obesidade apresentam
escores de saude fisica, emocional, social e escolar menores quando comparadas aquelas
em eutrofia.

Em relacdo a mortalidade, o estudo multicéntrico Prospective Studies
Collaboration (2009) revelou que a cada 5,0 kg/m2 acima do indice eutréfico do IMC, o
risco de oObito eleva-se em 30%. Ainda, indices mais altos de IMC tambeém estdo
relacionados a reducdo na expectativa de vida. Dados de meta-analise evidenciam que
graus elevados de obesidade implicam no aumento do nimero de mortes, tanto por causa
especifica quanto geral (FLEGAL et al., 2013). Quando acompanhada de outras
alteraces metabdlicas (RI, tolerancia a glicose, dislipidemia, entre outros), individuos
obesos tém probabilidade de morte precoce quatro vezes maior que a de individuos
saudaveis. Em casos onde h& comorbidades, este risco é intensificado, aumentando a
letalidade em 60 - 120% na associacdo de DM2, em 40% DCV, 20% em complicacbes
respiratoria e 10% em neoplasias, reforcando claramente o risco eminente a saude do
portador (PROSPECTIVE STUDIES COLLABORATION et al., 2009).
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1.5.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES RELACIONADAS A OBESIDADE

Ocorréncias cardiovasculares se potencializam com a instauracdo da obesidade,
aumentando em 40% a chance de o individuo ir a ébito por quaisquer eventos
cardiometabdlicos (PROSPECTIVE STUDIES COLLABORATION et al., 2009).
Doencas do sistema cardiovascular posicionam-se como a principal causa de letalidade
no mundo, com aproximadamente 17,9 milhdes de 6bitos anuais, representando cerca de
31% das mortes no ambito global (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019b).
Dentre estes, 85% sdo devido a infarto agudo do miocardio (IAM) e acidente vascular
encefalico (AVE) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019b). Estudos apontam a
obesidade como determinante independente para desenvolvimento de doencas cardiacas
(CSIGE et al.,2018; BADIMON et al., 2017).

O estilo de vida obesogénico (tipificado pelo sedentarismo, excesso de peso e
consumo de alimentos hipercaldricos e refinados) dificulta o tratamento e piora o
progndstico de doengas cardiacas (CSIGE et al.,2018; BADIMON et al., 2017; ST-
ONGE et al., 2017). Fatores precipitados pelo quadro de obesidade, como dislipidemias,
desequilibrio de lipoproteinas séricas (relacio HDL/LDL), hiperglicemia, RI e
inflamacéo sistémica em baixo grau (HU et al., 2018; KIM e PARK, 2018; GISHTI et
al.,2015) participam efetivamente na patogénese de DCV (ST-ONGE et al., 2017).

1.5.1.1 ESTRESSE OXIDATIVO NA ETIOLOGIA DAS DOENCAS CARDIACAS

Estresse oxidativo (EO) é resultado da producdo excessiva de compostos pro-
oxidantes, derivados de processos metabolicos intracelulares naturais, sem a
compensacao efetiva do maquinario antioxidante endégeno (GUTTERIDGE e
HALLIWELL, 2018).

Entre os agentes préo-oxidativos, duas classes sdo essencialmente encontradas nos
sistemas biologicos: 1. Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), distribuidos em dois
grupos: ERO radicalares — hidroxila (HO"), superoxido (O2™), peroxila (ROO") e alcoxila
(RO"); e ERO néo-radicalares — oxigénio single singlet (O), peroxido de hidrogénio
(H202) e acido hipocloroso (HCIO); 2. Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN)
representada pelos elementos 6xido nitrico (‘"NO), peroxinitrito (ONOO"), diéxido de
nitrogénio ('NO2), e outros agentes nitrosantes (ex.: nitrito — NO2.; nitrato — NOs3.)
(GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2018; HARDY et al., 2018).
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Contra regulando os radicais livres estdo os antioxidantes, produzidos pelo
organismo ou absorvidos da dieta, que possuem capacidade de regenerar as substancias
por reacdo de reducdo ou atenuacdo do processo de oxidacdo (GUTTERIDGE e
HALLIWELL, 2018; HARDY et al., 2018; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006). Os
antioxidantes enddgenos podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos (BARREIROS,
DAVID, DAVID, 2006). Dentre os antioxidantes intrinsecos enzimaticos estdo o
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx). Por outro
lado, entre intrinsecos ndo enzimaticos estdo glutationa, acido uUrico e ubiquinona
(PISOSCHI, POP, 2015; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006). Os antioxidantes
extrinsecos, provenientes da dieta, incluem o alfa-tocoferol (vitamina-E), beta-caroteno
(pro-vitamina-A), acido ascdrbico (vitamina-C), e compostos fendlicos onde se destacam
os flavonoides e poliflavondides (LIGUORI et al., 2018; PISOSCHI, POP, 2015).

As EROs e/ou ERNs compdem um processo continuo e fisioldgico, cumprindo
fungBes bioldgicas essenciais para sobrevivéncia, funcionamento e manutencdo da
homeostase celular (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2018). No entanto, a producao
destas moléculas de maneira cronica, caracteristica do EO, leva a danos diretos ao DNA,
membrana e organelas celulares. Essa situacdo é relacionada a génese molecular de
inimeras doencas como as cardiovasculares (VAN DER POL et al., 2019; BADIMON et
al., 2017). Tal condicao é reforgada tanto por estudos pré-clinicos (DIGUET et al., 2018;
Lletal., 2017; DHALLA, HILL e SINGAL, 1996) quanto clinicos (GUAN et al., 2003;
SINGH et al., 1996; ARSTALL etal., 1995).

O comportamento hiperféagico, alimentagdo rica em gorduras saturadas e agucar
refinado, e sedentarismo associados a obesidade atuam como promotores de EO em tecido
cardiaco (NIEMANN et al., 2017). Em roedores obesos, marcadores de EO encontram-
se em niveis elevados em tecido cardiaco como, por exemplo, espécies reativas oxigénio
total (ROS total), malondialdeido (MDA), substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS) e sistemas geradores, como a enzima nicotinamida-adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) oxidase (APAIJAI et al., 2019; CHESEREK et al., 2016; CHARRADI
etal., 2011; NOEMAN, HAMOODA e BAALASH, 2011; VINCENT et al., 2001). Em
diversos ensaios pré-clinicos, moléculas antioxidantes foram capazes de contra regular
eficientemente o EO, deste modo atenuando danos estruturais no tecido cardiaco
(APALJAIl etal., 2019; CHESEREK et al., 2016; CHARRADI et al., 2011). Portanto, tem

sido considerado o uso de antioxidantes como uma ferramenta terapéutica no combate ao
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EO, diminuiu o risco de doencas cardiovasculares, sendo o controle e combate da
obesidade um importante adjuvante desta terapéutica (FRANCISQUETI et al., 2017).

1.7  TRATAMENTO DA OBESIDADE

Ao contrario da manutencdo do peso (condicdo preventiva que objetiva atenuar
vetores obesogénicos ambientais por meio do controle dietoterdpico e incentivo a
atividade fisica), a terapéutica na obesidade é extremamente complexa, de dificil adesao,
e necessita de acompanhamento profissional multidisciplinar por longos periodos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). O tratamento convencional da obesidade
se baseia na eliminacdo da gordura corporal excedente, por restricdes caloricas e aumento
na frequéncia de atividades fisicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Em
situacBes de obesidade severa ou comorbidades, o uso de terapia farmacoldgica é
implementado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000).

Dado o fato de que a doenca implica em alteracdes neurolégicas (VOLKOW,
WANG; BALER, 2011) e hormonais (MILLER, 2017) que, respectivamente, afetam
campos centrais da motivacdo (ex.: sistema limbico) e vias hormonais de regulagdo
alimentar (ex: insulina, grelina e leptina), o tratamento convencional apoiado somente na
perda de peso ndo tem se mostrado eficaz. Além disso, em nivel molecular, inGmeras vias
de sinalizacdo, rotas bioenergéticas e sistemas celulares podem ser alteradas pela
obesidade (PALOU, 2000).

De forma a estabelecer um tratamento mais eficaz da obesidade, ferramentas
adjuvantes vém sendo incorporadas focando em seus conhecidos mecanismos
fisiopatoldgicos (HANN, 2011). Entre os fatores moleculares alterados pela obesidade
esta o cofator enzimético nicotinamida-adenina dinucleotideo (NAD) (OKABE et al.,
2019). Compostos precursores de NAD, como a nicotinamida e o ribosideo de
nicotinamida, tem demonstrado potencial efeito no tratamento da obesidade
posicionando-0s como alternativas farmacoldgicas promissoras (GARIANI et al., 2016;
PENKE et al., 2015; CANTO et al., 2012; YOSHINO et al., 2011).
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1.8 HISTORICO FARMACOLOGICO DO NICOTINAMIDA-ADENINA
DINUCLEOTIDEO

O nucleosideo NAD foi descrito pela primeira vez no século passado pelo
bioquimico inglés Arthur Harden, identificando-o como uma co-zimase de baixo peso
molecular responsavel pela fermentacédo de carboidrato em leveduras (HARDEN, 1905).
O isolamento e a caraterizacdo estrutural foram descritos, posteriormente, pelo quimico
sueco Hans von Euler-Chelpin, caracterizando-o quimicamente como uma combinagéo
de Adenosina Monofosfato (AMP) e Mononucleotideo de Nicotinamida (NMN) (VON
EULER, 1999). Em relacdo a sua funcionalidade, na década de 30, o bioquimico e
fisiologista alemdo Otto Heinrich Warburg descreveu a capacidade do composto de
carrear e dispersar hidrogénios em rea¢des bioquimicas, demonstrando sua participacao
em reacdes de oxirreducdo (WARBURG, 1931). E, finalmente, em 1948, iniciavam-se 0s
estudos para descricdo de rotas biosintéticas de NAD pelo bioquimico americano Arhur
Kornberg (KORNBERG, 1948).

Estudos envolvendo NAD emergiram em associagdo ao surgimento da doenca
pelagra. Incialmente relatada por Gaspar Casal em 1735, esta doenca manifesta-se por
lesGes cutaneas, problemas gastrointestinais e alteraces neurolégicas (WAN, MOAT,
ANSTEY, 2011). Posteriormente, tal doenca foi descrita como consequéncia de déficit
nutricional, sobretudo da vitamina do complexo B3 e/ou do aminoacido essencial
triptofano (WAN, MOAT, ANSTEY, 2011; SPIES, BEAN, ASHE, 1939). O
envolvimento de NAD na fisiopatologia da pelagra foi relatado na década de 1960,
quando Srikantia et al. (1968) demonstrou que individuos acometidos por pelagra
possuiam menor capacidade de sintetizar NAD e nicotinamida-adenina dinucleotideo

fosfato (NADP) quando comparados a individuos saudaveis.

1.8.1 NICOTINAMIDA-ADENINA DINUCLEOTIDEO

NAD, tanto na forma oxidada (NAD™) quanto reduzida (NADH), é uma coenzima
presente em compartimentos celulares (citoplasma, ndcleo e organelas) com atividade
sobre 0 metabolismo energético e redox (glicolise, ciclo tricarboxilico e fosforilacdo
oxidativa). Além dessas, este cofator enzimatico esta envolvida em mecanismos de

sinalizagdo intracelular responsaveis pela deacetilagdo e ribosilacdo de compostos
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organicos, via Sirtuinas (SIRT) e Poli(ADP-Ribose) Polimerase (PARP),
respectivamente. Deste modo, NAD regula ndo apenas estado bienergético como também
reparo a danos ao DNA, expressao genica, resposta a inflamacéo, apoptose e autofagia
(OKABE et al., 2019; YANG; SAUVE, 2016). Em individuos saudaveis, o conteudo total
de NAD™ pode chegar a 3g do peso corporal total, envolvendo-se em mais de 500 reacdes
enzimaticas organicas essenciais para manutencdo da homeostase celular (RAJIMAN,
CHWALEK, SINCLAIR, 2018).

Em células eucarioticas, NAD™ encontra-se em forma instavel, com alto fluxo de
sintese, degradacdo e reciclagem ndo apenas no citoplasma, mas também em organelas
como mitocondrias, complexo de Golgi, peroxissomos e em compartimento nuclear
(OKABE et al., 2019; YANG e SAUVE, 2016). A concentragdo plasmatica, muscular
esquelética e cerebral de NAD* em seres humanos saudaveis corresponde a 23.86 nmol/L,
0.45 mmol/kg e 0.27 umol/kg, respectivamente (SEYEDSADJADI et al., 2018; DASH
et al., 2008; ZHU et al., 2015). Tecido adiposo, muscular e hepéatico concentram niveis
relativamente altos de NAD* (HOUTKOOPER et al., 2010).
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1.8.2 Biossintese do Nicotinamida-Adenina Dinucleotideo

A biossintese de NAD" em mamiferos pode ocorrer por meio de processos
distintos que removem ou introduzem agrupamentos amino em uma molécula precursora.
Em sentido a desaminacdo, utilizam-se como compostos intermediarios o acido
quinurénico (QA) e a vitamina B3 em forma éacida (ex.: acido nicotinico/niacina — NA).
Em paralelo, no processo de aminagéo, encontra-se a vitamina B3 previamente amidada
(ex.: niacinamida/nicotinamida — NAM) e seu analogo ribosideo de nicotinamida (RN)
(FLETCHER, LAVERY, 2018). Coletivamente estes precursores sao obtidos por meio
da dieta ou pelo préprio turnover de NAD*, metabolizados em trés rotas centrais,
seguindo a via de sintese de novo, via Preiss-Handler, ou via de reciclagem (ilustrado em
Figura 3) (FLETCHER e LAVERY, 2018).

A via de sintese de novo integra o processo de desaminacdo, na qual o
intermediario QA, do catabolismo do aminoé&cido triptofano (Trp), é utilizado para
producdo de NAD* (FLETCHER e LAVERY, 2018). Trp, assim que biodisponivel a
célula, sofre clivagem por enzimas com atividade tecido-dependentes, como Triptofano
2,3-dioxigenase (TDO) (figado) e Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) (demais
Orgdos/tecidos), resultando na formacdo do metabdlito N-formil quinurenina. Tal
metabolito é posteriormente convertido a L-quinurenina (KYN) pela acdo da enzima
Quinurenina formamidase (KFO). KYN por sua vez passa por quatro reacdes em cadeia,
resultando na formacdo de QA, que é catalisado pela enzima Quinolinato
fosforibosiltransferase (QAPRT) dando origem ao &acido nicotinico mononucleotideo
(NAMN) que, posteriormente, é convertido a acido nicotinico adenina-dinucleotideo
(NaAD) por acdo de enzimas da subfamilia nicotinamida mononucleotideo
adeniltransferase (NMNAT 1-3). Na ultima etapa do ciclo, NaAD é aminado por uma
NAD™ sintase (NADSYN), culminando assim na geracdo de NAD" intracelular (Figura
3a) (FLETCHER e LAVERY, 2018).

Descrita por Jack Preiss e Philip Handler, os quais conferiram nome a rota, a via
Preiss-Handler é tida como o processo classico de sintese de NAD* em vista da
suplementacdo de vitamina B3 (PREISS e HANDLER, 1958). Esta via consiste na
degradacdo do NA em trés reacdes subsequentes: 1. NA é convertido a &cido nicotinico
mononucleotideo (NAMN) pela enzima acido nicotinico fosforribosiltransferase
(NAPRT); 2. NAMN sintetizado € convertido a NaAD por enzimas NMNAT; 3. NaAD,

por meio de enzimas NADSYN, é convertido a NAD". Esta via, nas duas Gltimas reacdes,
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apresenta mesma trajetéria biosintética presente na via de sintese de novo NAD* (Figura
3b) (FLETCHER e LAVERY, 2018).

Diferente das vias de sintese de novo (L-triptofano = QA = NAD") e Preiss-
Handler (NA = NAD™), com pontos iniciais e finais estabelecidos, a via de reciclagem
produz NAD™ por caminhos alternativos e complementares (OKABE et al., 2019).
Preferencialmente, a via utiliza o subproduto NAM proveniente de reacdes celulares
NAD"-dependentes (mediadas por SIRT, PARP, CD38) ou de NAM proveniente da dieta
(IMAI, GUARENTE, 2014). NAM percorre dois caminhos enzimaticos consecutivos.: 1.
A enzima nicotinamida fosforribosiltransferase (NAMPT) converte NAM em
nicotinamida mononucleotideo (NMN); 2. Posteriormente, NMN é convertido em NAD*
por diferentes enzimas NMNATs (Figura 3c). A producdo de NAD" pela via de
reciclagem pode ainda ser influéncia pela presenca de RN cujo maquinario enzimatico
correspondente ao composto, enzimas nicotinamida ribosideo quinases (NRK), o
converte em NMN que, ap6s sintetizado, segue 0 mesmo caminho final de NAM
(ilustrado Figura 3d) (FLETCHER e LAVERY, 2018).

Figura 3. Vias biosintéticas de NAD+

a) Via De novo sintese b) Via Preiss-Handler d) Via de reciclagem
Aminoacido ~ Vitamina B3 Vitamina B3
Triptofano Acido Nicotinico Ribosideo de Nicotinamida

(o) ) (NA) (NR)
NAPRTI —

N-formil-quinurenina NAMN

\ ‘NMNAT 13
KFO QAPRT
NMNAT 1/3
KYN NaAD NMN
\’ QA NADSYN
-

NADH «...
(Reagdes celulares bioenergéticas) ~****-..,
""""""" Vitamina B3
8 Nicotinamida
naorH  NADP < s‘"“"‘“/ (NAM)

PARPs
N K_/ cD38 . _
(Reagdes celulares biosintéticas) Vias de sinalizagdo C) Via de FECIclagem
NAD*-dependentes

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em linhas gerais, o figado disp6e de todas enzimas implicadas as rotas
biosintéticas de NAD™, sendo considerado o sitio principal da sintese desse nucleosideo
(FLETCHER e LAVERY, 2018). Entretanto, essa producdo local é indisponivel aos
demais tecidos, pelo fato de NAD* ser relativamente impermeavel a membranas e pouco
estavel quando na corrente sanguinea (OKABE et al., 2019). Alternativamente, vias
envolvendo as enzimas NMNAT e NAMPT, expressas em praticamente todos tecidos
periféricos, sdo as principais envolvidas na sintese de NAD", dispensando metabolismo
de primeira passagem (RAJMAN, CHWALEK e SINCLAIR, 2018; OKABE, YAKU e
TOBE, 2019; FLETCHER e LAVERY, 2018).

1.8.3 IMPORTANCIA DA NICOTINAMIDA-ADENINA DINUCLEOTIDEO
COMO ALVO TERAPEUTICO

Reducdes nos niveis de NAD* estdo relacionadas, além da pelagra, a doencas
cronicas elevando o risco do envelhecimento precoce, transtornos neurodegenerativos,
doencas cardiovasculares, alteracGes Osseas, sindrome metabdlica e alguns tipos de
cancer (RAJMAN, CHWALEK e SINCLAIR, 2018; YANG e SAUVE, 2016). Um
fendmeno ndo patoldgico responsavel por isto, € o envelhecimento que enfraquece
progressivamente as reacdes metabolicas requerentes de NAD* (AMAN et al.,2018;
IMAI, 2009). Por outro lado, na doenca, alteracdes celulares decorrentes da disfuncéo
mitocondrial, inflamacdo cronica e estresse oxidativo também induzem deplecdo de
NAD" (OKABE et al., 2019). Evidéncias emergentes apontam que tanto em humanos
guanto em animais, a obesidade ou consumo energético alimentar excessivo resultam na
reducdo de concentragdes celulares de NAD" (JUKARAINE et al., 2016; SEYSSEL et
al., 2014; GARIANI et al., 2016; PENKE et al., 2015).

Mais recentemente, a familia das proteinas SIRTs (de 1 a 6) vem sendo estudadas
como possiveis alvos terapéuticos em inimeras doengas de natureza enddcrino-
metabolica, particularmente, a obesidade (KANE, SINCLAIR, 2018). A elevada
atividade das sirtuinas confere protecdo ao tecido-alvo sensibilizado, aumentando o
conteddo mitocondrial citoplasmatico, equilibrando o metabolismo oxidativo, protegendo
contra alteracBes metabdlicas e danos ao DNA (KANE e SINCLAIR, 2018). Esta
sinalizacdo assume funcgdes regulatérias na presenca de altos niveis de NAD", em

oposicao a condi¢do obesogénica. Deste modo, terapéuticas visando este mecanismo tem
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se tornado alvo de investigagdes. Yoshino et al. (2011) e Cant6 et al. (2012)
demonstraram que a suplementacdo com precursores de NAD™ induziram efetivamente
aumentos na atividade de SIRT1, atenuando danos metabdlicos causados pela obesidade

em modelo animal.

1.9 RIBOSIDEO DE NICOTINAMIDA

Purificado em 1942 (SCHLENK, 1942), com propriedade bioldgicas descritas em
1944 (GINGRICH e SCHLENK, 1994) e encontrado em células mamiferas em 1951
(ROWEN e KORNBERG, 1951), o ribosideo de nicotinamida apenas recentemente foi
identificado como um composto precursor de NAD* com atribuicdes terapéuticas em
humanos (BIEGANOWSKI e BRENNER, 2004). Este nucleosideo de piridina, 1-(p-D-
ribofuranosil) nicotinamida, com férmula e peso molecular C11H1sN2Os* e 255.25g/mol,
respectivamente (PUBCHEM, 2019), é considerado uma vitamina da classe B3 presente
naturalmente em produtos lacteos e derivados alimenticios de levedura (CHI e SAUVE,
2016).

1.9.1 RIBOSIDEO DE NICOTINAMIDA COMO PRECURSOR DE
NICOTINAMIDA-ADENINA DINUCLEOTIDEO

O mecanismo de acdo do RN é baseado no impulsionamento do pool intracelular
de NAD" (YANG, SAUVE, 2016). Em linhagens celulares, tais como células-tronco
embrionarias de camundongo (AB1), células humanas embrionarias de rim (HEK293) e
células de neuroblastoma (N2a), a adicdo de RN aumentou em 130%, 160% e 270%,
respectivamente, o contetdo citoplasmatico deste nucleosideo (YANG, CHAN e
SAUVE, 2007). Cant6 et al. (2012) observou aumentos significativos de NAD™ em tecido
muscular, hepético e adiposo de roedores apds administracdo oral de 400mg/kg de RN.
Sua utilizacdo em individuos saudaveis aumenta em 60% o nivel NAD* em células
mononucleares sanguineas (MARTENS et al., 2018). Em adicdo, Airhart et al. (2017)
demonstrou, também em individuos saudaveis, um aumento médio de 2 vezes na
quantidade de NAD™ sanguineo (dia 9) quando comparado ao valor basal (dia 0) apds
doses diérias crescentes (250mg a 1000mg) de RN. Em estudo clinico, doses diarias de
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300mg e 1000mg ao longo de 8 semanas induziram aumento eficaz em niveis de NAD"*
plasméatico sem indicacdo de efeitos adversos significativos (CONZE, BRENNER e
KRUGER, 2019).

1.9.2 EFEITOS TERAPEUTICOS DO RIBOSIDEO DE NICOTINAMIDA

O RN tem sido relacionado a protecdo e promocdo da saude metabolica em
diversos contextos fisiopatologicos. Em ensaios pré-clinicos (in vivo), a administragéo de
RN diminuiu o ganho de peso, atenuou a obesidade e comorbidades associadas, e
aumentou a capacidade do tecido adiposo metabolizar substratos energéticos (CONZE,
CRESPO-BARRETO e KRUGER, 2016; CANTO et al., 2012; SHI et al., 2017). Em
doenca hepética, a administracdo de RN preveniu a inflamacdo e a fibrose tecidual
(PHAM et al., 2019; GARIANI et al., 2016; LEE et al., 2015;). Adicionalmente, outros
estudos demonstraram reforco na biogénese e funcdo mitocondrial em estrutura muscular
esquelética (FREDERICK et al., 2016; KHAN et al., 2014) e melhora na fungéo cognitiva
aumentando neuroplasticidade em doenca neurodegenerativa (GONG et al., 2013).
Entretanto, no contexto patoldgico obesogénico pouco se sabe sobre os efeitos
terapéuticos do RN. Somente cinco trabalhos investigaram os efeitos do consumo do
composto sobre dietas hipercaldricas (SHI et al., 2017; GARIANI et al., 2016;
TRAMMELL et al., 2016; ZHOU et al., 2016; CANTO et al., 2012) e destes, somente
Shi et al. (2017) e Canto6 et al. (2012) discutem os efeitos em modelo de obesidade
diretamente.

Até o presente momento ha poucos estudos clinicos sobre 0 uso de RN como
terapéutica em diferentes contextos. Em revisdo manual simples no PubMED (01, de
julho, 2019), notou-se somente cinco estudos clinicos que avaliaram o efeito da
administracdo oral de RN (DOLLERUP et al., 2018; MARTENS et al., 2018; AIRHART
et al.,, 2017; DELLINGER et al., 2017; TRAMMELL et al., 2016). Em paralelo, no
mesmo periodo, 23 ensaios clinicos de fase 1 e 2 estdo registrados na plataforma
ClinicalTrials.gov e em desenvolvimento (CLINICAL TRIALS, 2019).

O uso clinico de RN tem demonstrado que o composto ndo apresenta efeitos
adversos significativos sendo capaz de elevar os niveis de NAD® plasmatico
eficientemente (DOLLERUP et al., 2018; MARTENS et al., 2018; AIRHART et al.,
2017; DELLINGER et al., 2017; TRAMMELL et al., 2016). No entanto, os aspectos
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farmacocinéticos, farmacodindmicos e toxicoldgicos deste composto ainda ndo estdo
completamente elucidados, necessitando de mais estudos tanto pré-clinicos quanto
clinicos, buscando maiores evidéncias que indiqguem e suportem com maior robustez a

sua utilizacdo na terapéutica clinica, particularmente na obesidade.

Figura 4. Estrutura quimica do Ribosideo de Nicotinamida e seus efeitos em nivel celular
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; SAUDE CELULAR E METABOLICA
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' metabolismo bioenergético
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Fonte: Elaborado pelo autor.

1.10 MODELOS ANIMAIS DE OBESIDADE

A utilizacdo de animais na pesquisa biomédica, com a finalidade de se
compreender os fendmenos bioldgicos, sdo extremamente cruciais para manutencéo e
evolucdo da saude da sociedade (ANDERSEN, WINTER, 2017). Além disso, o
desenvolvimento de estudos clinicos é frequentemente impossibilitado devido a questdes
éticas e, por tal motivo, a utilizacdo de modelos pré-clinicos viabiliza e possibilita a busca
de novos farmacos, procedimentos e dispositivos médicos (CONN, 2017). Ao que tange
0 descobrimento de novos farmacos e compostos bioativos, pesquisas pré-clinicas sdo
elementais para avaliagdo de aspectos farmacodindmicos, farmacocinéticos e
toxicoldgicos (GREAVES, WILLIAMS e EVE, 2004).

O modelo pré-clinico mais amplamente utilizado para induzir obesidade animal é
caraterizada pela modulacédo dietética na qual animais permanecem expostos a alimentos
hipercaldricos padronizados (ex.: racdo hiperlipidica) ou hiperpalataveis comuns a
humanos (ex.: alimentos ultra processados e refinados) (ROSINI, DA SILVA, DE
MORAES, 2012).
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A inducdo da obesidade por meio de alimentos hiperpalataveis (frequentemente
denominada Western diet, Junk food, ou dieta de cafeteria) busca a translacionalidade do
habito alimentar ocidental moderno, no qual alimentos como refrigerantes, bolachas
recheadas, salgadinhos de milho, embutidos, e bebidas agucaradas sdo livremente
consumidos (NILSSON et al., 2012; ROSINI, DA SILVA e DE MORAES, 2012).
Adicionalmente, este modelo possue grande robustez ndo somente para elucidacdo da
obesidade poligénica, mas também para o estudo da sindrome metabdlica, alteracbes
cardiovasculares, hepaticas e neurais associadas a dieta (BUYUKDERE, GULEC e
AKYOL, 2019; BORTOLIN et al., 2018; GIL-CARDOSO et al., 2017; JOHNSON et al.,
2016).

Em modelos de dieta de cafeteria (CAF), foram relatados aumento da adiposidade
e dislipidemia (MACEDO et al., 2012), alteracdes aos niveis de leptina (DE OLIVEIRA
et al., 2014), potencializacdo de periodontites e doencas associadas (CAVAGNI et al.,
2013), desenvolvimento de comportamentos do tipo ansioso e depressivo (DA COSTA
ESTRELA etal., 2015) e alteragdes em niveis centrais de neurotransmissores (MACEDO
et al., 2015) e de citocinas inflamatérias (DE OLIVEIRA et al., 2019).

Como validacdo ao modelo utiliza-se comumente, em roedores, a comparagao do
peso corporal total, taxas/indices de ganho de peso, indice de Lee (SIMSON; GOLD,
1982), indice de massa corporal animal (NOVELLIE et al., 2007) e a circunferéncia
abdominal (GERBAIX et al., 2010). Estas métricas, em conjunto, permitem uma analise
fidedigna, sem necessidade de eutanasia, do grau de adiposidade e agravos correlatos dos
animais obesos induzidos (GERBAIX et al., 2010; NOVELLIE et al., 2007; SIMSON;
GOLD, 1982).
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2. JUSTIFICATIVA

Em vista do rapido crescimento prevalente da obesidade, uma doenca de
carater pandémico e na qual os pacientes frequentemente sdo refratarios ao tratamento
convencional, a busca de novas terapias que atuem em mecanismos moleculares e em
diferentes rotas de sinalizacdo deve ser estimuladas, buscando desta forma intervir de
modo eficiente no processo de doenca. Neste sentido, o nucleosideo NAD* é um
importante intermedidrio do metabolismo que desempenha papel regulador na
homeostase celular. Estudos tem demonstrado que, em certas condicdes fisiopatologicas,
ocorre reducdo do contetido intracelular de NAD™, o que pode estar associado a etiologia
de doencas metabdlicas, sobretudo no contexto obesogénico. Recentemente,
investigagBes pre-clinicas demonstraram, em mamiferos, que o RN é um potente
percussor de NAD" celular. Poucos estudos, porém, tém abordado a utilizacdo deste
composto como adjuvante no tratamento da obesidade particularmente no possivel
restabelecimento de NAD" nessa condicdo. Deste modo, esta dissertacdo buscou fornecer
evidencias pré-clinicas sobre o uso de RN na intervencdo da obesidade e comorbidades
associadas em ratos obesos induzidos por dieta de cafeteria.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da administracdo de Ribosideo de Nicotinamida,

isoladamente ou em combinacdo ao tratamento dietético (restricdo calorica), sobre

parametros relacionado a obesidade em ratos Wistar machos adultos induzidos a

obesidade pelo modelo de dieta de cafeteria.

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar efeitos da administracdo de RN, isoladamente ou em combinacao ao

tratamento dietético (restricdo caldrica), em animais obesos sobre o0s seguintes

parametros:

Biométricos: indice de Lee; IMC; Circunferéncia abdominal; Comprimento naso-
anal; Peso corporal total; Delta de ganho de peso.

Pesos brutos e relativos: Tecido adiposo (mesentérico e inguinal); Coracao.
Metabolicos (sérico): Glicose; Triglicerideos; HDL colesterol; Resisténcia
periférica a insulina (HOMA-IR); Risco cardiometabolico (relacéo triglicerideos
/ HDL-colesterol).

Oxidativos cardiacos: Lipoperaxidagdo lipidica (TBARS); Atividade enzimética
pré-oxidativa (NADPH oxidase); Atividade enzimética antioxidante (Catalase).

Inflamatdrios hipotalamicos: TNF-a e IL-10.
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Abstract

This study aimed to investigate the effects of the nutraceutical nicotinamide
riboside (NR), a NAD+ booster, isolated or combined with caloric restriction (CR),
on diet-induced obesity in adult male Wistar rats. 52 animals were offered 6
weeks of the hypercaloric cafeteria (CAF) diet and/or standard lab rodent chow
and treated with NR (400mg/kg) associated or not to caloric restriction. Biometric
(body mass index, Lee index, body weight, naso-anal length, delta weight gain
and abdominal circumference) and metabolic (glucose, insulin, triglycerides and
HDLc) parameters, cardiac oxidative stress (TBARS, catalase and NADPH
oxidase activity) and neuroinflammation (TNF-a and IL-10) were evaluated.
Caloric restriction (CR) was able to reverse obesity and modulate cardiac
oxidative stress. The combination of CR and treatment with NR increased weight
loss and decreased TNF-a production in hypothalamus. Obese animals treated
with NR had lower visceral and subcutaneous body fat mass, lower insulin
resistance and a decreased TG/HDLc ratio. Treatment with NR decreased
NADPH oxidase activity in both lean and obese rats. Taken together, these
results show that NR may be a potent adjuvant, alone or combined with CR, in
the treatment of obesity.

Keywords: nicotinamide riboside; obesity; metabolic syndrome; cafeteria diet;

caloric restriction;
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1. INTRODUCTION

Obesity currently affects ~19% of people worldwide, negatively impacting
expectancy and quality of life. Obesity is classically defined as irregular and
excessive accumulation of body white adipose tissue (WAT), distributed in
visceral and subcutaneous regions, and ectopically in organs (BLUHER, 2019).
It is also responsible for inducing low-grade systemic inflammation, peripheral
insulin resistance (IR) and changes in glucose and lipid metabolism. The clinical
diagnosis of obesity is defined by a Body Mass Index (BMI) equal to or higher
than30kg/m2 (BLUHER, 2019).

Obesity is a consequence of excessive calorie intake and a lack of
effective countermeasures, such as mobilization or expenditure of stored energy
(HAN, LEAN, 2016). Environmental (e.g. smoking, pollution) and genetic (e.g.
polymorphisms and chromosome abnormality) factors -as well as the
socioeconomic context (e.g. access to information, education and awareness -
contribute to the etiology of the disease (HAN, LEAN, 2016). The most common
associated comorbidities are type 2 diabetes mellitus (T2DM), metabolic
syndrome (MS), respiratory and musculoskeletal diseases, and cancer (BLUR,
2019; HEYMSFIELD, WADDEN, 2017).Accompanied by hypertriglyceridemia,
alterations in low- and high-density (LDLc and HDLc) serum lipoproteins, insulin
resistance and systemic inflammation, the increased body adiposity triggers
cardiovascular diseases (CVD) (MANNA, JAIN, 2015), also being related to the
development of neurological disorders(D O’BRIEN et al., 2017).

Reportedly, cardiovascular risk has been associated not only to obesity,
but also oxidative stress (OS) (BRUNELLI, LA RUSSA, PELLEGRINO, 2017,
KEANEY JR et al., 2003). OS is defined as an imbalance between the generation
of reactive oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS),and the capability of
endogenous antioxidants to counteract their deleterious effects(MANNA, JAIN,
2017).In agreement with the interplay between obesity, oxidative stress and
cardiovascular diseases, animal models of diet-induced obesity show oxidative
damage in the rodent heart (NOEMAN, HAMOODA, BAALASH, 2011; BALLAL
et al., 2010).
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The obese phenotype also induces alterations in the central nervous
system, including neuroinflammation, impairment of cognitive function and
alterations in the neuroendocrine control, while also precipitating the
development of neuropsychiatric diseases (D OBRIEN et al., 2017;
HEYMSFIELD, WADDEN, 2017). In the brain, the hypothalamus’ microglial
activation promotes local inflammation due to an increase in circulating levels of
WAT-related adipokines and intestinal dysbiosis-related chemokines (MENDES
et al., 2018). Furthermore, proinflammatory mediators, such as tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), and anti-inflammatory cytokines, such as interleukin-10 (IL-
10), are respectively increased and decreased in the hypothalamus of animals
submitted to hypercaloric and hyper lipidic diets (GUILLEMOT-LEGRIS,
MUCCIOLI, 2017).

While treating obesity and obesity-related comorbidities, therapeutic
interventions focus on body fat loss. Treatments include behavioral therapy,
pharmacotherapy, and bariatric surgery. Additionally, natural food-derived
compounds have been shown to act as potent adjuvants in the treatment of
obesity (BLUR, 2019; HEYMSFIELD, WADDEN, 2017). Recent studies reported
biological activities of nicotinamide riboside (NR), a vitamin B3 analogue
(nicotinic acid and nicotinamide) present in dairy products and yeast derivatives
(KHAN et al., 2014). NR-supplemented rodents show delayed weight gain
(CANTO et al., 2012), improved oxidative metabolism on WAT (SHI et al., 2017)
and improved mitochondrial function and biogenesis (KHAN et al., 2014). Also,
in an experimental model of sepsis and endotoxemia, treatment with NR
prevented cardiac cellular oxidative damage in mice (HONG et al., 2018), while
in an animal model of Alzheimer's disease, treatment with NR improved cognitive
function and modulated synaptic plasticity (GONG et al., 2013).Furthermore, NR
is a potent nicotinamide-adenine dinucleotide (NAD*) precursor, a key
intermediary for modulating cellular and metabolic health through cellular
signaling pathways, including the activation of the sirtuin pathway (SIRT)
(CANTO et al., 2012).

This study aimed to investigate the effects of oral administration of NR -

isolated or combined to caloric restriction - upon adiposity, neuroinflammation
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and cardiac oxidative stress parameters on a model of diet-induced obesity in

male Wistar rats.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1  Animals

A total of 52 adult male Wistar rats (60 - 67 days old; ranging from 250 to
300g) from the Center for Reproduction and Experimentation of Laboratory
Animals of the Federal University of Rio Grande do Sul (CREAL/UFRGS, Rio
Grande do Sul, Brazil) were used in this study. Individuals were randomly
distributed (based on body weight) and housed in groups of 3 to 4 rats per
polypropylene cage (49x34x16cm) with sawdust-covered floors. All animals were
maintained in a controlled environment (22+2°C; 50+5% air humidity), under a
standard light-dark cycle (lights-on at 7 a.m. and lights-off at 7 p.m.), with ad
libitum water and rodent chow (Nuvital®, Curitiba, Brazil).Experiments and
procedures were approved by the Institutional Committee for Animal Care and
Use (GPPG-HCPA protocol#2018-0049) and were performed in accordance with
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (8" ed. 2011)and Law
#11.794 (Brazil, 2008). The experimental protocol complied with the ethical and
methodological standards of the ARRIVE guidelines (Kilkenny et al., 2010). The
number of animals used in the experiments was the minimum required to produce

reliable scientific data.
2.2  Experimental Design

Before starting the experiments, rats were acclimated to the maintenance
room for two weeks. The study lasted 10 weeks, divided into two experimental
periods: obesity induction and treatment. Initially, rats were divided into two
groups: standard diet (SD; n=18) and hypercaloric (cafeteria) diet (CAF; n=34).
Obesity induction in animals fed with hypercaloric diet lasted for 6 weeks.
Subsequently, SD and CAF animals were subdivided into 6 subgroups: standard
diet plus vehicle (SD+Veh; n=9); standard diet plus NR (SD+NR; n=9); cafeteria
diet withdrawal plus vehicle (Ex-CAF+Veh; n=8); cafeteria diet withdrawal plus
NR (Ex-CAF+NR; n=8); cafeteria diet plus vehicle (CAF+Veh; n=9); cafeteria diet
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plus NR (CAF+NR; n=9). In this period, groups were exposed to therapeutic
intervention for 28 days (from week 7 to week 10). Rats were euthanized by
decapitation after 24h of the end of treatment. Throughout the experiment, body
weight and naso-anal length were weekly evaluated. Lee Index and BMI were
evaluated before treatment and at weeks7 and 10. Abdominal circumference was
evaluated after the obesity-induction period. The SD and the CAF were daily

replaced with fresh ingredients (Figure 1).
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Figure 1. Experimental design. wk - week; CAF - cafeteria diet; SD - standard diet; Ex-CAF - caloric restriction; Veh - vehicle; NR -
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2.3  Diet-Induced Obesity (Cafeteria diet)

Obesity induction was done using a hypercaloric diet protocol (CAF),
which consists on offering densely caloric and highly palatable foods common to
humans, mimicking western-eating habits (SAMPEY et al., 2011). The CAF
model was adapted from previous studies (DE OLIVEIRA et al., 2019; MACEDO
etal., 2012) in order to reinforce caloric density and lipid content. Thus, in addition
to offer foods such as cookies, wafers, sausages, chips, condensed milk and
soda, we included sweet milk, chocolate, bacon and bologna (supplementary
table S1). Hypercaloric nutritional values were as follows: 10.2% kcal/protein;
48.3% kcal/carbohydrates; 41.5% kcal/lipids; 1.43% g/fiber; 0.75% g/sodium.
Weekly dietary patterns were diversified in order to avoid saturation of diet
palatability. The obesity-induction period was established for 6 weeks according
to previous works by our research group, which conducted the diet for the same
period and effectively evidenced the obese phenotype in animals (DE OLIVEIRA
etal., 2019; MACEDO et al., 2012). Animals from the control group (SD) received
standard chow (NuvilabCR-1, NUVITAL®, Curitiba, PR, Brazil), providing 2.6
kcal/g, each gram being nutritionally composed of 44.5% carbohydrates, 22%
protein, 4% lipids, 7% fiber, 0.27% sodium, and other micronutrients (vitamins
and minerals). Both CAF and SD animals obtained the dietary constituents freely
dispensed over the cage. Caloric consumption was measured as described by
Oliveira et al. (2015), with foods being weighed (offered and residual) and
replaced daily.

2.4  Nicotinamide Riboside treatment

The dietary therapeutic intervention started after 6 weeks of the diet-
induced obesity and lasted 28 days. NR or vehicle administration was performed
in the light cycle (between 11 a.m. and 13 p.m.), with animals always being
handled by the same researchers. Active treatment consisted of oral
administration (gavage) of Nicotinamide Riboside Chloride (NR) (ChromaDex
Corporate, Irvine, CA, USA) at a dose of 400 mg/kg (GARIANI et al., 2016;
CANTO et al., 2012). It is estimated that 400 mg/kg in rodents is equal to
41.54mg/kg body weight in humans (NAIR, JACOB, 2016), considering the
NOAEL and LOAEL values, which determine the range between effectiveness
and toxicity (300 and 1000 mg/kg body weight, respectively) (CONZE, CRESPO-
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BARRETO, KRUGER, 2016). The control group received distilled water
(0.5mL/kg).

2.5 Biochemical, hormonal and insulin resistance analyzes

Rats were euthanized by decapitation 24h after the end of treatment
(under 12h of fasting). This interval is required for insulin resistance calculation
(ANTUNES et al., 2016). Adipose (mesenteric and inguinal region), cardiac and
hypothalamic structures were collected weighed using a semi-analytical balance
and stored at -80°C. Blood was centrifuged (10 min, 5000RPM, 5°C) for serum
separation, collection and storage at —80°C. Glucose, triglycerides and HDL-
cholesterol analyzes were performed by closed-loop photometric assays
(Cobas® c 702). Serum insulin levels were measured using the commercially
available Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method (Sigma-Aldrich,
Rat Insl; RAB0904-1KT). Experiments were performed according to the
manufacturer’s instructions. Insulin resistance was determined using the
Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR), calculated by
the formula [HOMA-IR = (serum insulin (mmol/L) * serum glucose (mmol/L)) /
22.5] according to Antunes et al. (2016).

2.6  Oxidative Stress analyzes in the heart

Total heart was homogenized in an ultra-Turrax blender using 1g of tissue
for 5mL of 150mmol/L potassium chloride added to 20mmol/L phosphate buffer,
pH 7.4. Homogenates were centrifuged at 1000G for 20min at —2°C, as described
by Llesuy et al. (1985). Catalase (CAT) enzyme activity was determined in heart
homogenates through the decrease in absorption of hydrogen peroxide (AEBI,
1984). Measurement of NADPH oxidase activity was assayed by
spectrophotometry, as described by WEI et al., 2006. Lipid oxidative damage was
determined in heart homogenates by the thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) method, as described by Ohkawa & Yagi (1979).
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2.7  Neuroinflammatory analysis in hypothalamus

IL-10 and TNF-a production were determined using standard sandwich
ELISA protocol (R&D Systems, Minneapolis, USA). Total protein was measured

by Bradford method using bovine serum albumin as standard.
2.6  Statistics

The distribution of variables was calculated by Shapiro-Wilk test and
reinforced by histogram analysis. Assuming normality, 1-way ANOVA (model
induction period) or 2-way ANOVA (diet x treatment) were applied. For non-
parametric analysis, the Mann-Whitney test (treatment effect) and Kruskal-Wallis
test (diet effect) were used. Outcome variables with repeated measurements
were examined using multivariable linear regression analysis with generalized
estimating equations (GEE). SPSSTM version 20software (BM Corporation,
Somers, NY) was used for data evaluation. Results were expressed as mean +
standard error of the mean (SEM). Statistically significant differences were

considered when p<0.05.

3. RESULTS
3.1 Cafeteria diet for 6 weeks induces obesity

Exposure to 6 weeks of CAF diet induces an obesity phenotype. Rats
submitted to CAF diet consumed significantly more calories than those exposed
to standard diet (SD) (Figure 2B; Table. 1A). CAF groups consumed 215% more
calories than the SD groups. Animals from the CAF group exhibited significantly
higher body weight than animals from the SD group, and this difference started
as early as the first week and increased over the following five weeks (Figure 1A).
Lee's index, BMI, circumference abdominal and delta weight were increased in
the CAF group compared to the SD group (Table 1), confirming the induction of
the obese phenotype in the CAF group. Additionally, CAF animals showed larger

naso-anal body length when compared to the SD group (Table 1).



55071 — Standard Diet (SD) e 1200
-=- Cafeteria Diet (CAF) =
Fekk © Fkk Sevese
500 - = 1000 e *hk
@ " 8 *kde ek
£ 450 2
= - 5 800
g x
> 400 - £ s00
° ©
=] -
@ £
250 -g 400 .__‘_\/\
[=]
[
300 200
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Weeks Weeks

Figure 2. Body weight and food intake of animals during Diet-Induced Obesity by cafeteria diet. Data are presented as
mean = S.E.M. Significance test one-way ANOVA P < 0.05. A) Average weight throughout 6 weeks. B) Average caloric
intake over 6 weeks. C) Representative illustration of animals from each group at the end of 6 weeks (As a criterion for
photography, the average Lee index was used in each group, the animal with the index closest to its respective group index
was selected. The photograph was recorded in carefully anesthetized live animals).



Table 1. Biometric and dietary characteristics among animals submitted to Diet-
Induced Obesity (DIO) between the first and last week of model.

Parameters Standard Diet  Cafeteria Diet ¥
Value

Biometric
Delta body weight wk6 (g) 1145+4.8 174.5+5.8 .000
Abdominal circumference wk6 (cm) 11 +0.2 20.8+0.4 .000
Naso-anal lenght wkO (cm) 225+£0.2 22.9+0.1 235
Naso-anal lenght wk6 (cm) 24.3+£0.1 254 +£0.1 .000
Lee index wkO 3.05 +0.02 3.04 £0.02 719
Lee index wk6 3.11 £0.01 3.15+0.01 .038
BMI wkO 64.24 +0.99 64.41 £ 0.87 .907
BMI wk6 74.49 £1.13 79.59 £ 0.97 .002

Dietary
Energy intake (kcal/week/rat) 457.4+9.8 938.8 £12.2 .000
Kilocalories per gram 2.6 5.3 -
Carbohydrate (%/kcal) 52.7 48.3 -
Protein (%/kcal) 33.6 10.2 -
Lipid (%/kcal) 13.7 41.5 -
Fiber total (g/week/rat) 12.2 2.5 -
Sodium (mg/week/rat) 485.9 1312.6 -
Soda (ml/week/rat) - 210.8 -
Water (ml/week/rat) 270.8 137.0 -

Data are presented as mean + S.E.M. Significance test one-way ANOVA P < 0.05. wk0 — initian week
DIO; wk6 — final week DIO; BMI — body mass index; g — gram; mg — milligram; ml — milliliter; cm —
centimeters; % - percentage; kcal — kilocalories. Weight delta calculation (A g/rat = final body weight
(wk6) - initial body weight (wkO0)).
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3.2  Effects of dietary intervention and treatment with nicotinamide riboside on

caloric intake and body weight

After six weeks of obesity induction, animals from the Ex-CAF+Veh and
Ex-CAF+NR groups had CAF removed from their diet and were offered standard
chow for the 4 subsequent weeks (Table 1). This dietary intervention decreased
approximately 68.5% the average caloric consumption when compared to the
amount consumed byCAF. In the first three weeks of intervention, calorie-
restricted animals consumed significantly fewer calories than obese (CAF+Veh)
and eutrophic (SD+Veh) rats. However, in the last week, the Ex-CAF+Veh group
presented similar consumption to eutrophic animals (SD+Veh), but lower than
obese animals (CAF+Veh). Animals maintained exclusively on the CAF diet
(CAF+Veh) continued to consume significantly more calories than eutrophic
animals (SD+Veh) during all four weeks (Figure 3B). Caloric restriction induced
gradual weight loss throughout the intervention phase. In the second week of
intervention Ex-CAF+Veh showed reversal of total body weight, sustained until
the tenth week. Obese animals (CAF+Veh) presented significantly higher body
weight than eutrophic animals (SD+Veh) during the four weeks of intervention
(Figure 2A).

NR treatment in eutrophic animals was found to increase food intake in the
first week, but decreased it in the following three weeks (SD+Veh vs SD+RN). In
calorie-restricted animals, NR treatment increased energy intake in the third week
(Ex-CAF+Veh vs Ex-CAF+RN). NR had no effect upon energy intake of obese
animals (CAF+Veh vs CAF+NR) (Figure 3C). NR treatment induced slower
weight gain on eutrophic animals (SD+Veh vs SD+NR). Such finding was

observed from the second week until the fourth week of treatment (Figure 3A).
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Figure 3. Effects of diets and nicotinamide riboside on body weight and food intake in the therapeutic intervention period. Data are presented as mean
+ S.E.M. Significance test two-way ANOVA P < 0.05, when interaction (diet x treatment, P < 0.05) for dietary effects were compared (SD+Veh x Ex-
CAF +Veh x CAF+Veh) and treatment effects were compared (Veh vs NR within each diet group). A) Effects of diet and NR on animal weight during 4
weeks of treatment. B) Effect of diets on animal consumption during 4 weeks of treatment. C) Caffeine effect on animal consumption during 4 weeks of
treatment.
*P<0.05, *P<0.01, **P<0.001 NR group vs Veh group within respective diet group.
#P <0.05, #P<0.01, #*P<0.001 Different from SD+Veh group.

$P<0.05, ¥*P<0.01, ¥*¥P<0.001 Different from Ex-CAF+Veh group
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3.3  Effects of dietary intervention and treatment with nicotinamide riboside on

biometric parameters

Animals from the calorie restriction group (Ex-CAF+Veh) showed a
reversion of the obese phenotype, evidenced by lower Lee index and BMI when
compared to obese animals (CAF+Veh). In addition, Ex-CAF+Veh animals
showed an average weight loss of 7 grams after 4 weeks of intervention,
demonstrated by the delta weight gain analysis. The naso-anal length in the Ex-
CAF+Veh animals was larger than in the SD+Veh group. After four weeks of
intervention, obese animals (CAF+Veh) showed significantly higher values of Lee
Index, BMI, naso-anal length and delta weight gain than eutrophic animals
(SD+Veh) (Table 2)

NR administration in eutrophic animals decreased delta weight gain
(SD+Veh vs SD+NR). In calorie restriction, NR increased body weight loss in 3.4-
fold, as demonstrated by the weight gain delta (Ex-CAF+Veh vs Ex-CAF+NR). In
the obese group, treatment with NR decreased Lee index and increased delta

weight gain, leading to decreased obese phenotype (Table 2).
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Table 1. Effects of diets and nicotinamide riboside on biometric parameters, organ weight and metabolic profile in the therapeutic
intervention period.

SD Ex-CAF CAF
Parameters Veh NR Veh NR Veh NR
Biometric
Delta body weight wk10 (g) 36.9 + 4.1 9.1 + 1.5 * 72448 DA8+65%  76.1+6.1MH8 437450
Naso-anal lenght wk6 (cm) 24.3+0.1 24.3+0.2 255+0.1 252+0.3 255+0.2 25.3+0.2
Naso-anal lenght wk10 (cm) 25.1+0.1 24.6 £0.1 25.8+0.17 25.6 £0.2 26.1+0.2 % 26.3+0.2
Lee index wk6 3.11+0.0 3.11+0.0 3.14+00"* 3.16+0.3 3.13+0.0 * 3.17+0.1
Lee index wk10 3.12+0.0 3.06 + 0.0 3.06 + 0.0 3.06 + 0.0 3.21 +0.0 #9% 3.17+0.1
BMI wk6 754+ 1.7 735 + 1.4 77.4+23 80.4 + 2.4 79.1+15 81.1+1.6
BMI wk10 76.7 +1.3 72.5+ 1.6 74.4+1.7 740+16  869+23%S8 817426
Organ Weight
MWAT (g) 2.35+0.3 2.33+0.2 4.36+ 0.6 3.26+0.3  13.8+1.3##585 811407 %
MWAT (%) 0.48 + 0.0 0.52 + 0.0 0.86+0.1* 0.67+0.0  2.20+0.1##885 142 +0.71 %
ingWAT (q) 3.29+0.4 3.48+0.3 3.18+0.4 208+03  10.6+16##%S  §30+0.8*
ingWAT (%) 0.67 0.0 0.80 + 0.1 0.64 + 0.0 061+0.0  1.81+0.2##5% 111401
Heart (g) 154+ 0.0 1.38+0.0* 1.53+0.0 1.48+0.0 1.73+0.0*%8 1.64+0.0
Heart (%) 0.31+0.0 0.31+0.0 0.30 + 0.0 0.30 + 0.0 0.29 + 0.0 0.29 + 0.0
Metabolic
Glucose (mg/dl) 112.8+2.38 1234 +2.4% 120.6 3.2 CilE 3L 1287+06%  1216+4.7
Insulin (LIU/mI) 7.67+0.5 7.18+0.7 9.11+0.6 7.99+0.8 152+29% 117+ 1.4

HH

Triglycerides (mg/dI) 78.0+7.3 80.0+5.8 70.1+7.0 1107 + 142+ 1375129 120.8 + 12.7
HDLc (mg/d) 57.2+3.6 57.6+3.8 51.0 +1.3 54.8 + 4.0 40.3 + 2.3 # 50.1+5.9
HOMA-IR 2.08+0.1 217+0.2 2.60+0.1 216+0.2 6.24+0.7 ##$  360+0.4*
TG/HDLc 1.39+0.1 1.40 + 0.0 1.38+0.1 202402  3.64+0.6%8  227+02%

Data are presented as mean + S.E.M. Significance test two-way ANOVA P < 0.05, when interaction (diet x treatment, P < 0.05) for dietary effects was compared
(SD+Vehi x Ex-CAF +Vehi x CAF+Vehi) and treatment effects was compared (Vehi vs NR within each diet group). BMI — body mass index; mMWAT — mesenteric
white adipose tissue; ingWAT — inguinal white adipose tissue; HDLc — high-density lipoprotein cholesterol; TG/HDLc — ratio of triglycerides to high-density lipoprotein
cholesterol; wk6 — initian week therapeutic intervetion; wk10 — final week therapeutic intervetion; g — gram; mg — milligram; dl — deciliter; plU — microunits; cm —
centimeters; % - percentage;. Weight delta calculation (A g/rat = final body weight (wk6) - initial body weight (wk0)).

*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 NR group vs Veh group within respective diet group.

#P <0.05, #P<0.01, **P<0.001 Different from SD+Veh group.

$P<0.05, $*P<0.01, ***P<0.001 Different from Ex-CAF+Vei group
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3.4  Effects of dietary intervention and treatment with nicotinamide riboside on
adipose tissue and cardiac structure weight

Caloric restriction (Ex-CAF+Veh) promoted significant decreases in
inguinal and mesenteric WAT when compared to obese animals (CAF+Veh).
When compared to eutrophic animals (SD+Veh) the Ex-CAF+Veh group showed
higher relative mMWAT weight. As expected, obese animals (CAF+Veh) showed
significant increases in all adiposity parameters when compared to the SD+Veh
group. Moreover, obese animals had a larger heart size when compared to the
group of eutrophic and calorie-restricted animals (Table 2).

NR administration in obese animals attenuated adiposity, decreasing
relative and absolute weight of inguinal and mesenteric WAT (CAF+Veh vs
CAF+NR). In animals with caloric restriction there was no effect of NR treatment
(Ex-CAF + Veh vs Ex-CAF + NR). In eutrophic animals, treatment with NR
decreased absolute heart weight (SD+Veh vs SD+NR) (Table 2).

3.5 Effects of dietary intervention and treatment with nicotinamide riboside on

metabolic parameters

Animals from the Ex-CAF+Veh group showed lower TG levels, lower
TG/HDL ratio and IRwhen compared to obese animals (CAF+Veh). There were
no differences in other analyzed metabolic parameters between the Ex-CAF+Veh
group and the CAF+Veh group. Obese animals, when compared to eutrophic

animals, showed higher TG, glucose and insulin serum levels. (Table 2).

In eutrophic animals, treatment with NR elevated serum glucose levels
(CAF+Veh vs CAF+NR). In animals under caloric restriction, NR treatment
increased TG serum levels (Ex-CAF+Veh vs Ex-CAF+NR). In obese animals,
treatment with NR decreased the TG/HDL ratio and IR (CAF+Veh vs CAF+NR)
(Table 2).

3.6 Effects of dietary intervention and treatment with nicotinamide riboside on

parameters of oxidative stress in cardiac structure

Catalase enzyme activity was lower in the Ex-CAF+Veh group when
compared to obese (CAF+Veh) and eutrophic (SD+Veh) groups. There was no



59

difference in other analyzed oxidative stress’ biomarkers between SD+Veh and
CAF+Veh groups (Figure 4).

Treatment of eutrophic animals with NR decreased NADPH oxidase
activity (SD+Veh vs SD+NR), with no effect on the other biomarkers. In animals
under caloric restriction, treatment with NR increased catalase activity (Ex-
CAF+Veh vs Ex-CAF+NR). In obese animals, treatment with NR decreased the
NADPH oxidase activity and increased TBARS, a biomarker for oxidative damage
(CAF+Veh vs CAF+NR) (Figure 4).

3.7  Effects of dietary intervention and treatment with nicotinamide riboside on
TNF-a and IL-10 production in hypothalamus

There was no difference between SD+Veh, Ex-CAF+Veh and CAF+Veh
groups in the neuroinflammatory parameters in the hypothalamus. NR treatment
in the caloric restriction group decreased TNF production in the hypothalamus,

with no effect in other groups (Figure 5)



>
W

* = Vehicle
= |_\ &
'E 6: "R @ E
° 0 <]
o 2 g g
x > 5 - 2o
o g . — — CRERS
- £5s
E 2 c"E
£ £ 3
Z E
0 2

SD Ex-CAF CAF

N

-

= Vehicle
NR

Ex-CAF

CAF

9.0
= . = Vehicle
s 75 ’ NR
2w, M m
s o 01 B
g5 : N
g E s .
&£ =
sE 30
TS
O e
g 15
0.0 r r r
SD Ex-CAF CAF

Figure 4. Effects of diet and NR on cardiac redox balance in animals. Kruskal-Wallis test was used to analyze dietary effect (adjusting comparison
between SD + Vehi x Ex-CAF + Vehi x CAF + Vehi), and Mann-Whitney was used for caffeine effect (adjusting Vehi vs NR comparison within each diet
group). A) Effects of diet and NR on lipoperoxidation biomarker - TBARS. B) Effects of diet and NR on free radical producing enzyme - NADPH oxidase.

C) Effects of diet and NR on antioxidant enzyme - catalase.
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$P<0.05, **P<0.01, **¥P<0.001 Different from Ex-CAF+Veh

A

1400

E 1050 *
C o
59
T Q 700 —
{2 =

=4 |

k= 350 —

0 L] L] L]
SD Ex-CAF CAF

group.

B Vehicle
NR

IL-10

W

150 .
== Vehicle
= NR
T 100
g I
5 = II
2 —]|
?g 50 I =
0 L] " ]
sD Ex-CAF CAF

Figure 5. Effects of diet and NR on hypothalamic neuroinflammation in animals. Kruskal-Wallis test was used to analyze dietary effect (adjusting
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4. DISCUSSION

In this study we demonstrated that Wistar rats exposed to human-like
obesogenic dietary patterns for 10 weeks show an increase in energy intake, weight,
visceral adiposity and total body fat. In addition, these animals showed an increase in
the size of the heart along with the presence of metabolic syndrome (MetS), IR and
high TG/HDLc content, suggesting a situation similar to left ventricular hypertrophy
(LVH) disease. LVH is defined by pathological cardiac hypertrophy, clinically observed
by the increase in total heart volume (HAN, LEAN, 2016). Other preclinical studies
(CHEN et al., 2018; LEOPOLDO et al., 2010) with animal model of obesity, using
different diets and periods, also demonstrated and an increase in heart size and LVH-
like diseases. Our results are corroborated by recent studies that report overfeeding
based on ultraprocessed foods (i.e. foods with low nutritional value, but high energy
density) as the main contributor to development of overweight, obesity and metabolic
disorders (MONTEIRO et al.,, 2018; SILVA et al.,, 2018; STEELE et al.,, 2018).
Moreover, this dietary pattern increases body fat deposits, particularly in the intra-
abdominal visceral region, related to MetS and characterized by hyperinsulinemia,
hyperglycemia, hypertriglyceridemia and decreased levels of HDLc (HAN, LEAN,
Lean, 2016). MetS, IR and high TG/HDLc ratio are associated with LVH in obese
humans, a condition that precedes sudden cardiac death, one of the main causes of
death in obesity (TUNE et al., 2017; CUSPIDI, 2014).

The aforementioned CAF model successfully induced an obese phenotype in
animals after 6 weeks, confirmed by the Lee index, delta weight gain, BMI and
abdominal circumference (AC). The Delta weight gain and the Lee index are non-
invasive metric tools that validate obesity in rodents, as evidenced by previous studies
(DE OLIVEIRA et al., 2019; MACEDO et al., 2012). The animal BMI is a sensitive
approach to detect dyslipidemia and body fat in rodents, as observed by Novelli et al.
(2012). Additionally, AC allows an assertive evaluation of the magnitude of intra-
abdominal visceral adiposity without the need for euthanasia (GERBAIX et al., 2010).
In this study, we reinforce the use of non-invasive techniques to determine the obese

phenotype.
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The caloric restriction protocol in our study is based on the withdrawal of the
cafeteria diet (hypercaloric) and exposure to standard diet ad libitum for 4 weeks. CR
intervention induced a significant decrease in energy intake. However, food
consumption was not different from other groups (data not shown). Animals in CR lost
approximately 7g of body weight and reversed changes in biometric parameters
related to obesity. In humans, dietary modulation through CR is an effective strategy
to promote metabolic flexibility and weight maintenance (REDMAN, RAVUSSIN,
2011). Additionally, in the obese population it brought advantages not only in the loss
of body fat, but also in the attenuation of systemic alterations related to MetS (SU et
al., 2015; XYDAKIS et al., 2004). Although in our study we did not have baseline
between the metabolic parameters before the CR-intervention, at the end, however,
we observed that the TG and RI levels were significantly lower in the CR-rats compared
to the obese rats. In other metabolic parameters, there was no difference between rats
in caloric restriction and rats from other groups. Therefore, besides the reversion of the
obese phenotype, CR also seems to positively affect IR and attenuate the

cardiovascular risk.

Catalase is a key enzyme in the antioxidative system, reducing the amount of
ROS through degradation of hydrogen peroxide (H202) (WONG et al., 2017). CR alone
is an effective strategy to modulate oxidative stress through the attenuation of
endogenous production of pro-oxidants, such as H202. (WONG et al., 2017). In
addition, Gredilla et al. (2001) showed that the rats in CR presented a decrease of 40%
in the production of H202 in the heart. Therefore, we can suggest that the decrease in
the CAT activity observed in this study is an adaptive response to low ROS levels,
particularlyH202, since there was no difference in ROS in any group (data not shown).
NADPH oxidases (NOXs), especially the NOX2 and NOX4 isoforms, are the main
generators of ROS (such as superoxide (02*) and H202) in the heart. In parallel, Sirtl
(NAD* dependent signaling pathway) inhibits Nox4 in the cardiovascular system
(ZARZUELO et al., 2013). In our study, we demonstrated that treatment with NR
decreased the activity of cardiac NOX in lean and obese animals, indicating an
interaction between NR, NAD* and Sirtl in this effect. On the other hand, our results
show an increase in the cardiac levels of TBARS (a biomarker of lipid peroxidation) in
obese animals treated with NR, suggesting that, in the obese phenotype, the

supplementation causes lipoperoxidative damage. However, TBARS has a low
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specificity, since it reacts with numerous compounds that do not only result from
cellular damage (MARROCCO, ALTIERI, PELUSO, 2017). Finally, the combination of
CR and treatment with NR resulted in an increase in antioxidants production, positively
modulating CAT activity. A plausible hypothesis would be the fact that the
mitochondrial oxidative phosphorylation induced by NAD*is able to increase H20:2
production (WONG et al., 2017), which could be counterbalanced by activation of the
Sirtl pathway. This hypothesis would also justify the oxidative damage (TBARS) found
in the heart of obese animals treated with NR.

In this study, we demonstrated that obese rats treated with NR presented a
decrease in the body weight gain, WAT volume (visceral and subcutaneous) and IR,
corroborated by previous studies (GARIANI et al., 2016; CANTOet al., 2012). Notably,
NR is a NAD*-booster, playing a role in the intracellular signaling of SIRTs (SIRT 1-7)
(RAJMAN, CHWALEK, SINCLAIR, 2018). In obesity, a decrease in NAD*-Sirts
signaling is associated with impairments in bioenergetic metabolism and insulin
signaling (YAMAGUCHI, YOSHINO, 2017), which could be neutralized by treatment
with NR. In addition, NR positively influences physical capacity, metabolic flexibility
and basal energy expenditure, which together improve weight loss and insulin
sensitivity (RAJMAN, CHWALEK, SINCLAIR, 2018). This would explain NR’s effect in
decreasing body weight gain of eutrophic animals, and in increasing weight loss in
animals in caloric restriction. Our results are in accordance with a previous study that
showed a lower body weight in male lean rats supplemented with NR when compared
to untreated animals (CONZE, CRESPO-BARRETO&KRUGER, 2016).

In eutrophic animals, treatment with NR increases fasting glycemia. According
to Ear et al. (2019), puppies of NR-suplemented mothers presented hyperglycemia
after 16 hours of fasting, inferring that the increase in serum glucose levels (related to
NR) is part of an adaptive process to hypoglycemia in severe fasting states. In our
study, the rats remained fasting for 12 hours, which explains the hyperglycemia as a

feedback mechanism against hypoglycemia.

Despite the NR-supplemented eutrophic animals did not present
neuroinflammatory alterations, CR-animals treated with NR increased the production
of TNF-a in the hypothalamus, suggesting a state-dependent neuroinflammatory
modulation. Alterations in hypothalamic nuclei, such as the paraventricular nucleus

(PVN), are closely correlated with cardiac and vascular pathophysiological states
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(RIGAS et al., 2018). Although there were changes in the TNF-a neuroinflammatory
parameter in the CR-fed animals with the treatment of NR, the main alterations in the
NR in the eutrophic animals were not observed, which resulted in the reduction of the
absolute weight of the heart, suggesting that Animals of the NR could be modulating
other inflammatory parameters that culminated in the cardiac system. It is important to
emphasize that further studies are needed to examine the effects of NR on the
biomarkers of cardiac remodeling, glucose metabolism and neuroinflammation, so that

more precise conclusions can be made.

In conclusion, treatment with NR alone in obese animals showed to be efficient
in decreasing body adiposity and related metabolic alterations. The treatment,
combined with caloric restriction, potentially increases weight loss. These results
suggest that NR is a potent adjuvant in the treatment of obesity. However, further
studies are needed to elucidate its mechanisms of action and clinical applicability,

while also further elucidating the adverse effects of this compound.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho foi o primeiro a demonstrar os efeitos da administragédo oral e controlada
de RN sobre o robusto modelo de obesidade induzida por dieta de cafeteria. Os resultados desta
dissertagdo demonstraram que o tratamento com RN, isolado ou em combinagdo com a
intervencdo dietoterdpica de restricdo calorica, promoveu efeitos protetores em danos
relacionados a obesidade, além, ainda, de controlar o desenvolvimento do peso corporal e massa
adiposa. No entanto, mais estudos sd@o necessarios para elucidar seus mecanismos de acéo,
sobretudo na investigacdo do significado de eventos adversos observados como hiperglicemia
no estado de eutrofia, hipertrigliceridemia e aumento de TNF-a hipotalamico no estado de
restricdo caldrica e aumento de marcador oxidativo cardiaco no estado de obesidade. Em suma,
as descobertas presentes sugerem a utilizacdo do composto natural, RN, como promissora
alternativa para o tratamento adjuvante da obesidade.
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