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RESUMO

A modificacdo dos héabitos alimentares tanto em composicdo dietética como
energética, ou ainda, mudancas dos horarios das refeicbes podem contribuir para as
alteracbes dos parametros metabdlicos e comportamentais. O comportamento
alimentar envolve aspectos psicolégicos, operacionais e eventos fisiologicos
periféricos e metabdlicos. Este é controlado por demandas internas e pode ser
modulado por caracteristicas do ambiente externo (ex.:. desnutricdo perinatal e
desmame precoce). Para andlise desse comportamento em ratos, utliza-se a
sequéncia comportamental de saciedade. Hipotetizou-se que a inadequacéo
dietética e alterac@o no periodo de disponibilidade de alimento causariam disturbios
de forma individual ou em associacdo em parametros comportamentais, metabdlicos
e no padrédo alimentar. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da alteracdo da
disponibilidade do alimento segundo as fases claro/escuro do ciclo 24hs e/ou da
composicdo dietética sobre o ritmo alimentar, preferéncia e comportamento
alimentar, e parametros metabdlicos. Inicialmente utilizou-se 40 ratos machos da
linhagem Wistar que aos 60 dias de vida formaram 4 grupos: GC- Grupo Controle;
GRC- Grupo Racdo Comercial Alteracdo da Disponibilidade; GO- Grupo
Ocidentalizada; GRO- Grupo Racao Ocidentalizada Alteragéo da Disponibilidade. Os
GC e GO receberam dieta ad libitum, os GRC e GRO tiveram alteracdo da
disponibilidade (sem acesso ao alimento nas primeiras 8 horas da fase escura) de
alimento por um periodo de 120 dias. Os parametros avaliados foram: peso corporal,
ritmo de consumo alimentar, curva glicémica de 24 horas, teste oral de tolerancia a
glicose (TOTG), sequéncia comportamental de saciedade, teste de preferéncia
alimentar, peso de érgaos e gordura abdominal. Os resultados demonstraram que o
consumo de dieta ocidentalizada levou ao aumento do peso (16%) e das medidas
corporais; reduziu a ingestdo alimentar (40%) e energética (30%), mas, elevou a
curva glicémica, alterou o TOTG na fase clara, a SCS e elevou a quantidade de
gordura abdominal (75%). A restricdo de alimento durante 8hs da fase escura do
ciclo reduziu o peso corporal do grupo GRC em 23% comparado ao GC, mas ndo no
GRO comparado ao GO. O GRO exibiu um peso 25% maior que 0 GRC mesmo
ingerindo 60% menos alimento que o GRC. Por outro lado, a alteracdo da
disponibilidade de dieta modificou o ritmo e o padrdo de consumo alimentar nas
fases do ciclo em ambos os grupos, modificou a curva glicémica, sobretudo no grupo
GRC que mostrou diferencas entre as fases clara e escura do ciclo, além de
aumento do peso do estdbmago. Ademais, alterou a SCS e a preferéncia alimentar
em ambos o0s grupos restritos, onde o0 GRC mostrou preferéncia para carboidratos e
0 GRO para lipidios. Curiosamente, o grupo GRO mesmo com reduzida ingestao
alimentar mostrou alta quantidade de gordura na regido abdominal, com 80% a mais
de depdsito que o GRC. Conclui-se que a dieta ocidentalizada mesmo sem elevacao
da quantidade ou de energia altera o peso, o comportamento alimentar e o
metabolismo. E, que a restricdo imposta aos grupos causa alteracbes metabolicas
distintas conforme a composicao dietética.

Palavras-chave: Ritmo Circadiano. Dieta Hiperlipidica. Comportamento Alimentar.
Metabolismo.



ABSTRACT

Modification of dietary habits in both dietary and energetic composition, or changes in
meal times may contribute to changes in metabolic and behavioral parameters. The
eating behavior involves psychological, operational aspects and physiological
peripheral and metabolic events. This is controlled by internal demands and can be
modulated by characteristics of the external environment (ex.: perinatal malnutrition
and early weaning). For the analysis of this behavior in rats, the behavioral satiety
sequence is used. It was hypothesized that dietary inadequacy and alteration in the
period of food availability would cause disorders individually or in association with
behavioral, metabolic and food patterns. The aim of the study was to evaluate the
effects of changes in food availability according to the light / dark phases of the 24h
cycle and/or the dietary composition on rhythm, dietary preferences, behavior and
metabolic parameters. Initially 40 male Wistar rats were used, which at 60 days of
age formed four groups: GC- Control Group; GRC- Commercial Ration Group
Availability Change; GO- Westernized Group; GRO- Westernized Ration Group
Availability Change. GC and GO received a free diet, since GRC and GRO had a
variation in food availability over (no access to food in the first 8 hours of the dark
phase) a period of 120 days. The parameters evaluated were: body weight, food
consumption rhythm, 24-hour glucose curve, oral glucose tolerance test (OGTT),
behavioral satiety sequence, food preference test, organ weight and abdominal fat.
The results showed that the Westernized diet caused weight gain (16%) and body
measurements; reduced food intake (40%) and energy intake (30%), but elevated a
glycemic curve, altered OGTT in the light phase, the BSS and increased abdominal
fat (75%). Feed restriction during 8hs of the dark phase of the cycle reduced body
weight of the GRC group by 23% compared to GC, but not GRO compared to GO.
The GRO exhibited a 25% higher weight than the GRC even though it consumed
60% less food than GRC. On the other hand, a change in the availability of diet
modified the rhythm and the pattern of food consumption in the phases of the cycle in
both groups, modified a glycemic curve, mainly no GRC group that showed the
differences between the phases light and dark of cycle, besides increasing the weight
of the stomach. In addition, it changed BSS and food preference in both restricted
groups, where GRC showed preference for carbohydrates and GRO for lipids.
Interestingly, the GRO group even with reduced food intake showed high amounts of
fat in the abdominal region, with 80% more storage than GRC. It is concluded that
the westernized diet even without quantity or energy elevation alters weight, feeding
behavior and metabolism. And, that the restriction imposed on distinct metabolic
causes groups conform to the dietary composition.

Key words: Circadian Rhythm. High-Fat Diet. Feeding Behavior. Metabolism.
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1 INTRODUCAO

Os habitos alimentares sofreram influéncia do estilo de vida e das facilidades
do mundo contemporaneo favorecendo o aumento da ingestdo energética.
Associado a0 aumento energético encontra-se a sobrecarga de carboidratos
simples, sodio e lipidios, destacando os saturados e os acidos graxos trans, sendo
conhecida como dieta “ocidentalizada” ou de “fast-food” (CESARETTI; KOHLMANN
JUNIOR, 2006; MENDONCA; ANJOS, 2004).

A nova tendéncia alimentar com alto consumo de gorduras e/ou acucares,
consequentemente associa-se 0 aumento da sintese de gordura corporal e aumento
da circulacdo de fracdes lipidicas a exemplo do triglicerideo, colesterol total e
lipoproteinas de alta densidade. Em conjunto gera acumulo excessivo de gordura
corporal, sobrepeso/ obesidade, aumentando o risco de desenvolvimento de
doencgas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) (SANTOS et al, 2010).

A regulacdo do comportamento alimentar é pensado para ser um sistema de
alvo chave para o tratamento e prevencao da obesidade (ADAMS et al, 2008). Este
sistema de regulacdo em vertebrados é atualmente considerado como constituido
por uma rede composta de neuropeptideos e horménios que parecem residir no
hipotadlamo (SCHWARTZ et al, 2000). Entre os neuropeptideos que sdo expressos
no hipotalamo e sédo conhecidos por inibirem o comportamento alimentar, sédo o fator
liberador de corticotrofina, a transcricdo regulada pela cocaina e anfetamina (CART),
o horménio estimulante dos melandcitos, a pré-opiomelanocortina (POMC)
(OWENS; NEMEROFF,1991; BECK, 1992). Em contraste, o neuropeptideo Y (NPY),
a galanina, a proteina relacionada ao agouti (AgRP), o horménio de concentracéo da
melanina e as orexinas parecem estimular a ingestdo de alimentos em varios
paradigmas de alimentacdo (GROPP et al, 2005; BECK, 2006; NAHON, 2006).

O ciclo da alimentacéo (periodos de fome e saciedade) é um ritmo biolégico
qgue ocorre ao longo de 24 horas, mas é altamente influenciado pelos fatores
ambientais, como horario de trabalho e de sono. Portanto, ndo apenas o que
selecionamos para comer, mas, quando ou em que horario o comemos,
correlaciona-se com o desenvolvimento da obesidade (ARBLE et al, 2009; BARON

et al, 2011). Na maioria dos individuos, o desjejum consiste de uma pequena
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refeicAo que contribui com cerca de 16 a 18% da ingestdo energética diaria. Na
sociedade ocidental, o jantar passa a constituir a maior refeicdo energética
contribuindo com 35 a 36% das calorias diarias (US DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2012). Este aumento da ingestdo caldrica noturna geralmente
influencia ou leva a reducéo do apetite matinal.

Em um estudo realizado com populacdo adulta de ambos os sexos residentes
da zona urbana de Pelotas (Rio Grande do Sul - RS), investigou-se a prevaléncia e
os fatores que determinam ou estdo associados a obesidade. Dentre as variaveis
pesquisadas, o numero de refeicbes diarias, apresentou relagdo inversa com a
obesidade, sendo essa relacdo estatisticamente significante entre o sexo feminino. A
maior parte dos entrevistados referiu consumir até 3 refeicdes por dia. De acordo
com o estudo a variavel pode ser considerada um marcador de risco uma vez que
uma alta concentracdo energética em uma Unica refeicdo pode estar associada com
mais rapido acumulo de gordura (GIGANTE et al, 1997). No estudo, a contribuicéo
energética e a periodicidade das refeicbes ndo foram mencionadas.

O ritmo alimentar foi relatado em humanos (SCHEER; MORRIS; SHEA, 2013)
e em animais (NASCIMENTO et al, 2013), mostrando semelhancas entre ambos.
Em humanos, ritmo circadiano da fome mais robusto foi observado as 7h50min da
manha e as 20h50min da noite (SCHEER; MORRIS; SHEA, 2013). Em ratos, séo
exibidos dois horéario de picos que coincidem com o inicio e o final do periodo de
vida ativa desses animais (NASCIMENTO et al, 2013).

Dentre os ritmos biol6gicos, os mais facilmente observados sdo 0s ritmos
circadianos. Definidos como aqueles que se repetem com periodicidade ao redor de
24 horas (BELISIO et al, 2012). Assim, tanto em humanos como em ratos, a curva
circadiana da alimentacdo mostra-se de forma bastante similar, comprovando o ritmo
enddgeno da ingestao de alimentos.

O comportamento por sua vez, pode ser compreendido tanto como uma
juncéo de fatores filogenéticos, que atuam durante o processo de evolugdo de uma
dada espécie, quanto de fatores ontogenéticos, que operam nas interacées de um
dado organismo dessa espéecie com seu ambiente (CATANIA, 1999). O
comportamento alimentar pode ser definido como uma resposta adaptativa ao
aparecimento de demandas do ambiente interno e modulado por caracteristicas

proeminentes do ambiente externo (ISHII et al, 2003). Portanto, comportamento
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alimentar vai além da ingestdo de alimentos. Em ratos especificamente, o
comportamento alimentar envolve uma sequéncia de comportamentos expressos
pelo animal que pode ser modificada por fatores como a desnutricdo perinatal
(OROZCO-SOLIS et al, 2009) ou composicéo dietética (MELHORN et al, 2010).

Apesar do conhecimento de que alguns fatores atuam como moduladores da
sequéncia comportamental de saciedade, por exemplo, a composicao dietética,
ainda é desconhecida como a alteracdo da disponibilidade de racdo ao longo do
ciclo de 24 horas pode modifica-la, tanto na dieta com adequadas proporcdes de
macronutrientes quanto em dieta com alterada distribuicdo de macronutrientes (ex.:
dieta ocidentalizada).

Portanto, a proposta deste estudo foi avaliar os efeitos da alteracdo da
disponibilidade do alimento segundo as fases claro/escuro do ciclo 24hs e/ou da
composicao dietética sobre o ritmo alimentar, parametros metabdlicos e aspectos do
comportamento alimentar.

A disponibilidade de racdo foi alterada mimetizando habitos alimentares de
individuos que ndo costumam realizar as refeicbes em horarios regulares e
costumam alimentar-se mais no periodo destinado ao descanso. O escopo foi
avaliar tanto com dieta padrdao quanto com a dieta alterada em sua composicéo
nutricional e energética. Os resultados poderdo respaldar a existéncia de outros
fatores relacionados ao risco ao desenvolvimento de distirbios que envolvem o
balanco energético do organismo.

Pretende-se publicar dois artigos originais em revista com fator de impacto
acima de 1,06.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 COMPORTAMENTO ALIMENTAR E SEQUENCIA COMPORTAMENTAL DE
SACIEDADE

O comportamento alimentar € controlado pela interacdo entre eventos
psicolégicos (percepcdo de fome, ansias, sensacbes hedobnicas), operacdes
comportamentais (ingestdo de refei¢cdes, lanches, energia e macronutrientes), e
eventos fisiolégicos periféericos e metabdlicos, além dos niveis de
neurotransmissores e de interagcbes metabolicas no cérebro (BLUNDELL;
GOODSON; HALFORD, 2001).

Dois mecanismos distintos, porém relacionados, explicam a regulacdo da
ingestdo alimentar, sdo eles: mecanismos homeostaticos e mecanismos nao
homeostaticos ou heddnicos (LUTTER; NESTLER, 2009; EGECIOGLU et al, 2011).
O sistema homeostatico inclui reguladores hormonais da fome, saciedade e dos
niveis de adiposidade. Nesse tipo de sistema, hormdnios como leptina, grelina e a
insulina atuam em circuitos cerebrais hipotalamicos e do tronco cerebral,
estimulando ou inibindo a fome, de forma a manter um balanco energético
adequado. Também desempenha um papel importante na ingestdo alimentar, o
sistema hedbnico ou do circuito de recompensa (prazer) (LUTTER; NESTLER, 2009;
KENNY, 2011). Em geral, alimentos poucos saborosos ndo sdo consumidos em
excesso; enquanto os alimentos considerados palataveis sédo frequentemente
consumidos mesmo apds as necessidades energéticas terem sido atingidas
(KENNY, 2011), justamente porgue o controle hedbnico pode se sobrepor ao
controle homeostatico. Alterag6es no tamanho ou na frequéncia da refeicado tém sido
apontadas como fatores modulados pela composicdo dietética da refeicao
(MELHORN et al, 2010). A gordura, por exemplo, € conhecida por proporcionar alto
teor de saciedade, mas, baixo poder de saciagao.

A ingestdo de alimentos e 0 metabolismo destes nutrientes sdo controlados

por sistemas neuroquimicos e neuroenddcrinos especificos. Modificacbes nesses
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sistemas podem correlacionar-se as alteracdes no comportamento alimentar
(CAMBRAIA, 2004).

O hipotalamo esta envolvido em diversas atividades ligadas a alimentacéo,
como: auto-selecdo de alimentos, no estresse alimentar, no paladar e na
aprendizagem aversiva (BERNARDIS; BELLINGER, 1996). O hipotalamo lateral
especificamente esta associado aos sistemas catecolaminérgico e serotoninérgico,
envolvido no controle circadiano da alimentacdo. Ja o hipotalamo basomedial e a
expressado génica do neuropeptidio Y estdo envolvidos de forma direta com o
aumento na ingestao de alimentos (WHITE; DEAN; MARTIN, 1998).

O controle da ingestdo energética e a preferéncia por gordura tem
participacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal. Um estudo com animais
demonstrou que a alta preferéncia por gordura pode esta relacionada a sensibilidade
exacerbada ao hormonio liberador da corticotropina (HERMINGHUYSEN et al,
1998).

No controle da alimentacdo também ha uma participacdo do hipocampo,
exercendo funcdes na motivacdo para consumo de alimentos. Nao ha influéncia no
total de alimento ingerido em animais com ablacdo do bulbo olfatério, entretanto o
padrdo alimentar desses animais € afetado ocasionando uma reducéo no tamanho
da refeicdo e gerando uma compensacdo em numero de refeicdes, além de um
aumento na atividade de cheirar durante e entre refeicbes (MEGUID; GLEASON;
YANG, 1993).

A nivel neuroquimico, a acdo do acido gama amino-butirico (GABA), da
noradrenalina e do neuropeptideo Y associados com corticosterona e glicose
circulantes no sangue parecem estar envolvidos no balanco da ingestdo de
carboidrato. Sendo a regido medial do hipotalamo um dos locais de acdo dessas
substéancias no cérebro.

A ingestdo de gordura é controlada por um grupo especifico de substancias
gue agem no hipotdlamo medial. Dentre essas substancias incluem o peptidio
galanina, peptidios opidides e o mineralocorticoide aldosterona que potencializam a
ingestdo de gordura sendo essa agcdo maior nas ultimas horas do ciclo alimentar,
podendo ocorrer independente da acédo da corticosterona (BARTON; YORK; BRAY,
1996).
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Os mecanismos de controle da ingestdo alimentar envolvem uma série de
interacdes morfolégicas, moleculares e funcionais. Na regulacdo desse processo,
numerosos peptidios agem como neurotransmissores ou peptideos hormonais
(MORLEY, 1987). Portanto, a alimentacéo esta sob o controle de um sistema central
que é regulado pelo equilibrio entre monoaminas e neuropeptidios. Nos quais 0s
estoques de seus precursores dietéticos influenciam os niveis e as possiveis
funcbes de diversos neurotransmissores. As aminas biogénicas (serotonina,
dopamina, noradrenalina, histamina) fazem parte dos principais neurotransmissores,
sdo formadas a partir de triptofano, tirosina e histidina, além de acetilcolina e glicina
que podem constituir-se a partir de colina e treonina (YOUNG, 1996). Alguns
estudos com animais sugerem que a serotonina também esteja envolvida no
controle da ingestdo alimentar, a qual em altos niveis diminui a ingestao energética
total, ou de forma seletiva reduza a preferéncia de carboidrato em relacéo a proteina
(HOLDER, 1990; LEIBOWITZ, 1992). Dentre outras implicagdes da histamina, é um
neurotransmissor que suprime o apetite (KUROSE; TERASHIMA, 1999). Isso
porque, a histamina inibe a liberacdo de noradrenalina no hipotalamo, suprimindo a
ingestdo alimentar e demonstrando sua acgéo anorética (MORIMOTO; YAMAMOTO;
YAMATODANI, 2001).

Algumas propriedades sensoriais do alimento s&o priorizadas sobre os
aspectos fisiolégicos internos, no controle da ingestdo alimentar (SWIERGIEL,;
CABANAC, 1989; ACKROFF; SCLAFANI, 1996). Modificacdo na densidade
energética das dietas provoca efeito no comportamento alimentar do rato, da mesma
forma que o padrdo alimentar é afetado por algumas propriedades dos alimentos.
Receptores do paladar participam sensorialmente da ingestdo de alimentos
regulando o comportamento e a homeostase corporal. A gustacdo ou sentido do
paladar € um mecanismo quimiosensorio primario que detecta e identifica muitos
estimulos em humanos e animais. O consumo de alimento e a motivacdo para
comer podem ser afetados pelos sons associados a alimentagdo, assim como
caracteristicas do proprio alimento e a exposicdo ao odor também influenciam a
preferéncia pela dieta (STETTER et al, 1995; MACHT, 1998).

O alimento é ingerido apos a percepcao da fome sendo a ingestao finalizada
quando a sensacao de saciedade é atingida, isto é, sob condi¢des usuais. Distintos

sistemas sao responsaveis pelo inicio e o término do consumo de alimentos, cada
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um € regulado por sinais de respostas oriundos do sistema central e periférico, que
incluem a trato gastrointestinal, figado, cérebro e sistemas sensoriais periféricos. A
secrecdo hormonal pode ser afetada pela dieta que consequentemente influencia o
comportamento. Apés o consumo de uma refeicdo, o trato gastrointestinal parece ter
maior participagdo na saciedade (estado do organismo no qual a alimentagdo €
inibida, geralmente apds alimentado) e no controle da duracdo da saciedade
(BURTON-FREEMAN; GIETZEN; SCHNEEMAN, 1997). A saciedade pode ser
descrita pela duracdo e/ou tamanho da refeicéo.

Em ratos, a Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS) é um eficiente
método para analisar o comportamento alimentar (HALFORD; WANNINAYAKE;
BLUNDELL, 1998; OLIVEIRA; SOUZA; MANHAES-DE-CASTRO, 2011). A SCS foi
utilizada pela primeira vez em 1975 como um modelo experimental para estudo da
saciedade e é o nome dado as transicbes de medidas ordenadas de alimentacéao,
atividade de limpeza e descanso durante o periodo pés ingestdo (HALFORD;
WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998).

Embora uma reducdo ou um aumento na ingestdo de alimentos reflita um
efeito sobre o processo saciacéo/saciedade, a mensuracao do consumo de alimento
por si s6 ndo permite determinar se essas mudancas sao devido a uma alteracao de
mecanismos fisioldgicos que regulam a ingestdo de alimentos, ou a efeitos néo
especificos (sedacado, hiperatividade, nauseas, palatabilidade ou aumento da
saciedade) (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998).

A SCS é definida como uma forma mais rigorosa de observacédo continua que
permite que a verdadeira duracdo e a real frequéncia de cada comportamento
possam ser determinadas. Observacdo continua pode ser utilizada para determinar
se os perfis associados com a reducdo da ingestdo de alimentos sao causados por
nauseas, sedacdo, hiperatividade, ou alterada palatabilidade dos alimentos. Este
tipo de analise comportamental pode melhorar a compreensdo do complexo
psicologico e fisioldgico envolvido na regulacdo do comportamento alimentar
(HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998; OLIVEIRA et al, 2011). Em uma
revisao da literatura, foi demonstrado que a SCS mostrou ser uma ferramenta sélida
para estudar manipulagcbes no comportamento alimentar (OLIVEIRA; SOUZA;
MANHAES-DE-CASTRO, 2011).
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Estudos realizados com SCS mostraram influéncia da desnutricdo perinatal
(OROZCO-SOLIS et al, 2009), do desmame precoce em ratos adultos (OLIVEIRA et
al, 2011) e em funcao do ciclo de luz/escuriddo (TALLETT; BLUNDELL; RODGERS,
2009) sobre o comportamento alimentar.

Através dos estudos com SCS foi observado que a desnutricdo proteica
durante a gestacdo e lactagdo promovia na prole jovem hiperfagia associada ao
aparecimento tardio da saciedade, um aumento no tamanho da refeicdo e reducao
da laténcia para comer (tempo gasto para iniciar a alimentacédo). Em associacao, 0s
autores também encontraram no grupo desnutrido uma elevada expressdo de
peptideos orexigenos (proteina Agouti e neuropeptideo Y) e uma reducdo na
expressdo de peptideos anorexigenos (pré-opiomelanocortin) no hipotalamo. Em
uma segunda avaliacdo da SCS aos 180 dias de vida, os ratos do grupo desnutrido
persistiram com um maior tamanho de refeicdo comparado ao grupo controle, mas
sem alteracdo na quantidade de alimentos consumidos diariamente (OROZCO-
SOLIS et al, 2009).

Oliveira et al (2011) estudando o efeito do desmame precoce em ratos adultos
sobre o0 comportamento alimentar, observaram que o grupo desmamado
precocemente (ao 15° dia de vida pdés-natal) ndo exibiam alteracdo na ingestdo de
alimentos mas apresentaram atraso no disparo da saciedade quando comparado ao
grupo desmamado mais tardiamente (30° dia de vida pés-natal).

A SCS também foi estudada segundo as fases de claro e escuro no ciclo 24hs
(TALLETT; BLUNDELL; RODGERS, 2009). Ratos machos foram testados quando a
ingestéo de alimentos e a SCS durante as fases clara e escura do ciclo e mostraram
pouco impacto sobre a ingestdo de alimentos ou outras medidas de comportamentos
(alimentar ou ndo). Contudo, diferencas foram encontradas na locomocéao, higiene e
limpeza (maior na fase escura).

Essas pesquisas demonstraram que alguma modificacdo de variaveis
ambientais pode provocar mudancas comportamentais e no ritmo alimentar

circadiano.
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2.2 RITMO CIRCADIANO E ALIMENTACAO

VariacOes diarias, fisiologicas e comportamentais sdo dependentes de
oscilacbes enddgenas que se ajustam a variacfes ciclicas do ambiente externo. A
expressdo comportamental, por conseguinte, se expressa de forma oscilatoria
(recorrente) em varias frequéncias (BELISIO et al, 2012). A alimentacdo, por
exemplo, é considerada uma variavel biolégica de recorréncia periodica, ou 0 que se
chama de ritmo bioldgico.

Uma das variaveis ambientais sincronizadoras dos ritmos bioldgicos refere-se
aos estimulos ndo féticos (ndo mediados pela luz). Sdo estimulos ndo féticos:
mudanca de gaiola, entrada do pesquisador no biotério, ciclo estral, horario da
alimentacao (BOULOS; TERMAN, 1980; BOULOS et al, 1996; MROSOVSKY, 1996;
REFINETTI, 2004; MELO et al, 2006; BELISIO et al, 2012).

Na natureza, os animais vivem ajustados a essas mudancas ambientais
periodicas e tal ajuste é denominado sincronizacdo. Quando um ritmo esta
sincronizado a um zeitgeber, diz-se que o ritmo mantém uma relacéo de fase estavel
com a variavel ambiental. Por exemplo, o momento (fase) de inicio da atividade esta
atrelado ao inicio do dia (nascer do sol) na espécie Callithrix jacchus (sagui comum).
Para rato, no entanto, o inicio da fase de claro esta relacionado com o inicio de sua
fase de repouso.

Ha também os estimulos féticos, isto é, mediados pela luz. A estrutura que
recebe essas informagfes foticas € chamada de nudcleo supraquiasmatico (NSQ),
estd localizado no hipotalamo, além de “marcapasso ou oscilador central”’, é
considerado um elemento do sistema de sincronizacdo pela luz (LEO, do inglés
Light-Entrainable Oscillator). O NSQ recebe informacdes da retina e as transmite
para um grupo seletivo de areas do encéfalo. Entretanto as projecdes do NSQ néo
explicam todas as alteragfes fisiologicas e comportamentais em resposta ao ciclo
claro/escuro (LU et al, 2001; CHOU et al, 2003; CAVALCANTE, 2008). Porém, o
controle da duracdo das fases clara e escura ao longo de 24 horas afeta
consistentemente a ritmicidade circadiana. Outras variaveis que podem interferir na
expressdo da ritmicidade circadiana sdo: a temperatura, a umidade e ruidos no
ambiente experimental (BELISIO et al, 2012).
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Ritmos ou ciclos circadianos sao regidos por um sistema conhecido como
circadiano, composto por uma integrada rede de estruturas organizadas
hierarquicamente para a geracdo de ritmos, e, para sua sincronizagdo com O
ambiente. Estes ritmos circadianos sédo controlados por células osciladoras do
“oscilador biolégico” central que estdo localizadas no nucleo supraquiasmatico
(NSQ). Essas células séo sincronizadas pela luz captada pela retina via trato retino-
hipotalamico, que regulam além de outros sistemas, 0 metabolismo energético,
influenciando processos como a ingestdo alimentar e a expressao, secrecdo e
atividade de horménios e enzimas metabdlicas através de sinais neuronais e
enddcrinos (BARCLAY et al, 2012; OISHI; ITOH, 2013). O NSQ é necessério para a
expressdo de ritmos circadianos enddgenos e sincronizagdo a luz, e sua lesdo
causa perda destes ritmos (VAN ESSEVELDT; LEHMAN; BOER, 2000).

Apo6s a definicdo de ritmo circadiano outros ritmos foram classificados de
acordo com a frequéncia, sé@o eles: ultradianos (varios ciclos ocorrem em 24 horas,
apresentam periodos menores do que 20 horas) e infradianos (um ciclo necessita de
mais de 28 horas para ocorrer, tém periodos maiores do que 28 horas) (BELISIO et
al, 2012).

Além da sincronizacdo pela luz, a alimentacdo figura como potente
sincronizador de osciladores periféricos (células osciladoras localizadas em estrutura
externa ao NSQ). Dentre os tecidos e o0Orgdos periféricos influenciados pela
alimentacdo podem-se citar tecidos como o sangue, o tecido adiposo, 0 pancreas e
o figado. A modulacédo da atividade das “células do oscilador” pela alimentacao, e,
por conseguinte da expressdo génica, € conhecida como oscilador sincronizado por
alimento (do inglés, Food-Entrainable Oscillator ou FEO) (DIAZ-MUNOZ et al, 2010).
Mesmo lesionado o NSQ, a sincronizacdo alimentar continua a influenciar essas
estruturas periféricas, sugerindo a existéncia de osciladores sincronizados pelo
alimento (FEO) (KRIEGER; HAUSER; KREY, 1977; STEPHAN; SWANN; SISK,
1979; CAVALCANTE, 2008).

A influéncia do horéario da alimentagdo como um sincronizador periférico foi
investigada através da expressao diaria dos genes relégio (Perl, Per2 e Bmall) em
varias regides hipotalamicas, com a finalidade de determinar se o horario da
restricdo de alimento afeta os genes do rel6gio em osciladores externos ao sistema

nervoso central (SNC) de forma uniforme. Ratos Wistar foram mantidos em restrigcéo
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alimentar (duas horas de acesso diario ao alimento) ou com alimentag&o “ad libitum”
durante 3 semanas. O horéario de restricdo alimentar afetou a expressao dos genes
provocando uma mudanca de fase, ou seja, uma modificacdo de acordo com a
combinacéo de nucleos hipotalamicos e genes direcionados. Esses dados reforcam
que o0s sinais metabdlicos ou temporais provocados pela alimentacdo modificam a
organizac&o temporal no hipotalamo (MINANA-SOLIS et al, 2010).

Em uma breve revisdo sobre sincronizadores alimentares, foi demonstrada
em mamiferos uma atividade antecipatoria diaria aos ciclos de disponibilidade de
alimento. Estudos com atividade antecipatéria arrastada pelo alimento identificaram
essa antecipacdao como uma forma comportamental do FEO para separar do LEO,
localizado no NSQ (CARNEIRO; ARAUJO, 2012).

Faz sentido pensar que o FEO poderia estar localizado no sistema digestério
j& que o alimento € a variavel ambiental sincronizadora. Entretanto para promover
alteracbes fisiolégicas observadas durante a sincronizagdo pelo alimento o
“marcapasso” periférico deveria ter comunicagdo com o sistema nervoso central. No
entanto, se as vias que trazem informacdo visceral fossem destruidas (por
vagotomia ou induzidas por capsaicina) a sincronizacdo pelo alimento nao seria
limitada (COMPERATORE; STEPHAN, 1990; DAVIDSON; STEPHAN, 1998;
CAVALCANTE, 2008). Estes achados supdem que o FEO pode nao esta localizado
no sistema digestério (CAVALCANTE, 2008).

Somente quando uma quantidade minima de calorias € disponibilizada ao
animal ocorre a sincronizacdo devido a disponibilidade de alimento (STEPHAN,
1997), apesar da informacdo gustatéria isolada nédo ser suficiente para gerar
sincronizacdo (STEPHAN; DAVIDSON, 1998). Através de diversos hormdnios o
sistema digestorio contata a parte central do sistema nervoso, porém a identidade de
um sinal humoral servindo ao propdésito de sincronizacdo através do alimento ainda
nao foi descoberta (CAVALCANTE, 2008).

Quando o alimento é restrito de ratos de laboratdrio a poucas horas durante a
fase clara, observa-se atividade tipicamente noturna, podendo ter sua atividade
diurna aumentada (STEPHAN, 2002; CAVALCANTE, 2008). Essa atividade diurna
antecipada nao se limita ao periodo de disponibilidade do alimento (EDMONDS,
1977; STEPHAN, 1984) e é conhecida como atividade antecipatoria arrastada pelo

alimento. Portanto, o alimento interfere no comportamento e na sincronizagéo de
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ritmos fisiolégicos através da comida a partir da expressdao de um oscilador
arrastado pelo alimento, FEO (DIAZ-MUNOZ et al, 2010). A maior atividade
locomotora do animal momentos antes da oferta de alimento, que € conhecida como
atividade antecipatéria pelo alimento (food antecipatory activity- FAA). Além de
alterar outros comportamentos e ritmos enddgenos como a temperatura corporal e
concentracéo de corticosterona no plasma (FEILLET; ALBRECHT; CHALLET, 2006;
YOUNG; BRAY, 2007). Embora tenham propriedades semelhantes aos ritmos
circadianos sincronizados pela luz, os ritmos sincronizados pelo alimento néo
compartilham as mesmas bases neurais (CAVALCANTE, 2008).

Kohsaka et al (2007) demonstraram que animais com restricdo de dieta
hiperlipidica apenas a fase clara do ciclo desenvolvia atividade antecipatéria da
alimentacdo algumas horas antes do horario do dia em que o alimento era
disponibilizado. Além desse estudo, existem outros autores que demonstraram que 0
consumo de uma dieta de alto teor calorico altera a funcdo do oscilador circadiano
do mamifero, influenciando o metabolismo dos carboidratos pela amplificacdo da
variacdo circadiana na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina (VIEIRA et al,
2012).

A dessincronizacao entre os reldgios centrais e periféricos como alteracao do
tempo de ingestdo de alimentos e/ou da composicdo da dieta pode conduzir ao
desacoplamento dos relégios periféricos do precursor central provocando em
humanos, desenvolvimento de disturbios metabdlicos, incluindo a obesidade e o
diabetes tipo 2 (OOSTERMAN et al, 2015).

O leque de evidéncias na literatura aponta em direcdo de que a perturbacao
dos ritmos circadianos pode estar diretamente ligada a regulacdo do metabolismo
energético e de muitas condi¢cdes patoldgicas, incluindo distarbios do sono,
depressao, sindrome metabdlica e cancer. A hip6tese mais plausivel é que a
regulacdo do oscilador circadiano ocorra em via dupla. Enquanto os osciladores
circadianos regulam varias vias metabdlicas, o comportamento e a ingestao
alimentar, bem como, a circulagdo de metabdlitos, podem, por sua vez, regularem
relogios circadianos periféricos (SAHAR; SASSONE-CORSI, 2012).



24

2.3 INFLUENCIA DA DIETA NA ALTERACAO DO RITMO E DO
COMPORTAMENTO ALIMENTAR

A maioria dos paises da Asia, América Latina, Africa do Norte, Oriente Médio
e as areas urbanas da Africa Subsaariana tém experimentado uma mudanca na
estrutura geral do seu padrédo alimentar relacionadas com padrbes de doengas ao
longo das ultimas décadas. A principal mudanca na dieta inclui um grande aumento
no consumo de gordura e adicdo de acucar na dieta, muitas vezes um acentuado
aumento nos produtos de origem animal contrastando com uma queda no consumo
de cereais e fibras. Em muitos aspectos, isso parece ser uma mudanca inexoravel
para a dieta ocidental mais rica em gordura, refletida em uma grande proporcédo da
populacdo que consome mais de 30% da energia proveniente da gordura (POPKIN,
2001).

Caracteristicas da dieta como desequilibrio nos nutrientes que a compde,
excessos ou caréncia de alguns macronutrientes e micronutrientes, tém
consequéncias prejudiciais em curto, médio e em longo prazo nos indices de saude
dos individuos. A alimentacdo atual, nos paises ocidentais e industrializados é
caracterizada por conter proteinas, gorduras e aglcar em excesso, reduzido teor de
fibras vegetais (VIANA, 2002).

No Brasil, o processo da transi¢cdo nutricional ocorrido nas ultimas décadas
reflete relevantes alteracbes nos habitos alimentares da populacdo. Reducdo na
compra de alimentos agricolas e expressivos aumentos (em até 40%) na compra de
alimentos processados (bolachas e biscoitos, refrigerantes, embutidos) ou ultra
processados e comida pronta foram notaveis. Em paralelo, ocorreu aumento na
contribuicdo energética oriunda de gorduras aumentando de 25,8% para 30,5% e da
energia proveniente de gorduras aumentando de 25,8% para 30,5% e da energia
proveniente de gorduras saturadas aumentou de 7,5% para 9,6% (LEVY, CLARO,
MONTEIRO, 2009; WHO, 2008-2013). De acordo com uma pesquisa nacional sobre
gastos das familias com alimentos em 2003, o agucar adicionado corresponde a
16% a 18% da energia total disponivel (FAO, 2004), excedendo a ingestao maxima
recomendada em 60-80% (SCHMIDT et al, 2011). Apesar de n&o existir estimativas

sobre a ingestdo de gorduras trans no Brasil, em alimentos processados (batatas
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fritas, sorvetes e bolachas) sdo encontrados teores excessivos de acidos graxos
trans nesses alimentos (CHIARA; SICHIERI; CARVALHO, 2003; SCHMIDT et al,
2011). Em concomitancia, ocorreu um aumento nos indices de sobrepeso/obesidade
e doencas cronicas correlatas (TARDIDO; FALCAO, 2006)

Esse padrdo dietético € denominado de “dieta ocidental’. Estudos em
roedores tém reproduzido os efeitos fisiologicos e metabdlicos associados com o
consumo de um estilo ocidental com dieta de cafeteria (BUETTNER,;
SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; ESTRELA et al, 2015), combinando uma
dieta comercial contendo alimentos ricos em gorduras e agucares. Essas dietas
experimentais consistiam, principalmente, em quantidades inadequadas de
proteinas e ndo retratam com precisdo os padrdes de consumo da populacédo
humana (CAVALCANTE et al, 2013).

Estudo em animais, correlacionando uma dieta rica em gordura ao ganho de
peso corporal, foi descrito pela primeira vez em 1959 através de uma intervencao
nutricional com “high-fat diet” (do inglés, dieta rica em gordura), isto €, uma
proporcdo elevada de gordura dietética por si conduz ao desenvolvimento de
obesidade (MASEK; FABRY, 1959). Na literatura varia dietas com diferentes
composicdes de acidos graxos estdo resumidas com o termo “high-fat diet”, levando
a uma consideravel variabilidade nos resultados (BUETTNER et al, 2006).

Em geral dietas baseadas em acidos graxos saturados induzem o fendétipo
tipico de dieta rica em gordura, enquanto que dietas contendo acidos graxos
poliinsaturados w-3 exercem efeitos benéficos sobre composicao corporal e acdo da
insulina (STORLIEN et al, 1991; STORLIEN et al, 1996; BUETTNER et al, 2006).

Teste de preferéncia alimentar realizado em ratos que consumiam dietas com
banha (20%) selecionaram mais proteina e menos carboidrato que o0s ratos
alimentados com dietas de 6leo de soja (20%). Para determinar se este efeito é
especifico para a fonte de gordura saturada e para medir as alteracdes na
composicdo de acidos graxos de fosfolipidos sinaptossomos, os ratos Wistar
machos foram alimentados com uma dieta de 6leo de soja a 20% ou uma dieta de
banha a 20% as duas contendo 24% de proteina e 48% de carboidrato por 2
semanas (GREENWOOD, 1989).

Os ratos foram auto-selecionados a partir de duas dietas com a mesma

gordura que foram previamente alimentados, mas com diferentes proteinas e
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carboidratos (5% de proteinas, 67% de carboidratos e 55% de proteinas e 17% de
carboidratos). Os ratos alimentados com dieta rica em banha selecionaram mais
proteina e menos carboidrato do que os ratos alimentados com 6leo de soja. A
gordura dietética também afetou a composicdo de acidos graxos de fosfolipidos
sinaptossomos, sendo a fosfatidilcolina mais afetada, e o fosfatidilinositol, mais
resistente. Quando os ratos se auto-selecionaram sem exposicao prévia as dietas,
os ratos alimentados com banha selecionaram mais proteina e menos carboidrato
gue os ratos alimentados com 0leo de soja durante as duas uUltimas semanas, mas
nao nas duas primeiras semanas. Quando os ratos foram selecionados a partir de
dietas idénticas em composi¢do de proteinas e carboidrato, mas gordura dietética
diferente, os ratos consumiram quantidades ligeiramente maiores da dieta com
banha em cada nivel de proteina. A ingestéo relativa de dietas de banha e dleo de
soja, no entanto, ndo variou significativamente com o tratamento da proteina na
dieta. Estes resultados confirmam que os ratos alimentados com dietas com gordura
saturada selecionam mais proteinas e menos carboidrato que os ratos alimentados
com dietas ricas em gordura poliinsaturada e sugerem que esta diferenca ndo é
devido ao sabor (GREENWOOD, 1989).

Existem diversas hip6teses relacionando a obesidade aos estilos alimentares.
O conceito de estilo alimentar remete-nos para a categorizagdo do comportamento
alimentar, considerado como o resultado da influéncia de fatores psicolégicos e
sociais (VIANA, 2002). O comportamento alimentar por sua vez envolve o ato de
ingestao e aspectos qualitativos relacionados com a selecéo e decisdo de quais 0s
alimentos serdo consumidos. Enquanto que o padrédo de ingestédo diz respeito aos
aspectos quantitativos implicitos na ingestdo (VIANA, 2002; VIANA; SINDE, 2002).

A manipulacdo no comportamento alimentar em animais em funcdo da dieta
foi investigado através da sequéncia comportamental de saciedade nos
descendentes de ratos Sprague-Dawley alimentados com uma dieta controle (20%
de proteina - C) ou uma dieta hipoproteica (8% de proteina - LP) durante a gestacao
e a lactacdo. Os filhotes foram alimentados com racdo padrédo (18% de proteina).
Aproximadamente os 60 dias de vida pds-natal, os animais com restricdo proteica
exibiram hiperfagia caracterizada por um aparecimento tardio de saciedade, um
aumento no tamanho da refeicdo e uma laténcia reduzida para comer. Os filhotes

com restricdo proteica também exibiram uma expressdo aumentada dos peptideos
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orexigenos (proteina relacionada com Agouti e neuropeptideo Y) e niveis
hipotalamicos diminuidos do peptideo anorexigeno pro-opiomelanocortina. Aos 240
dias de vida, os ratos de grupo dietético materno foram divididos em dois subgrupos.
Um dos subgrupos, com uma dieta rica em gordura (45% de gordura) e o restante
dos animais continuou a ser alimentado com a dieta padréo. Os ratos LP ainda
consumiam refeicbes maiores que os seus homodlogos do grupo controle, mas
ingeriram diariamente a mesma quantidade de alimento que a prole controle.
Exibiram também gordura abdominal aumentada e niveis aumentados de
triglicéridos e acidos graxos no soro. Estas observacdes indicam que a hiperfagia
observada em ratos LP jovens resulta de uma acdo diminuida de sinais de feedback
negativo critico para a finalizacdo da refeicdo e uma eficacia de resposta a sinais
que estimulam o inicio e manutencdo da ingestdo. Esses resultados também
sugerem que a desnutricdo perinatal programa a obesidade independente dos seus
efeitos sobre o comportamento alimentar (OROZCO-SOLIS et al, 2009).

Além da influéncia da ingestéo de alimentos sobre o risco de desenvolvimento
de doencas crbnicas, alguns estudos tém demonstrado relacdo entre o ciclo
circadiano e o risco de DCNT. Knutsson (2003) encontrou um aumento do risco
cardiovascular entre individuos que tiveram uma alteracéo do turno de trabalho para
o periodo noturno. A desregulacédo do ciclo circadiano pode ser citada como uma
explicacdo para esse achado, visto que trabalhadores noturnos invertem seu periodo
de maior atividade para a noite, turno em que o0 organismo esta biologicamente
programado para o descanso (PIMENTA et al, 2012).

O horario de refeicbes atuaria como um Zeitgeber, neologismo aleméo que
significa “marcador de tempo”, indicando que as refeicdes seriam determinadas por
uma organizacdo social ou de sincronizacdo do ritmo bioldgico. O mais importante
Zeitgeber (ZT) dos ritmos circadianos é o ciclo claro-escuro. No entanto, outros
fatores ciclicos como ciclos sociais, temperatura e alimentacdo, também agem como
sincronizadores. Os Zeitgebers agem interferindo nas funcdes digestivas e de
absorcdo e nas variagbes da concentracdo de carboidratos, aminoacidos e lipideos
na corrente sanguinea ao longo do dia (HIDALGO et al, 2003).

Em situacbes de dessincronizacdo da ritmicidade, a partir de mudancas na
quantidade, qualidade e horario das refei¢cdes repercussdes adversas podem atuar

sobre o metabolismo e fisiologia enddégena culminando com a instalagdo de
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distarbios metabdlicos e risco do surgimento de patologias correlatas, a exemplo do
excesso de gordura corporal, resisténcia insulinica, hiperlipidemia, e outros (OIKE;
OISHI; KOBORI, 2014).

A incipiente exploracdo da influéncia dos horarios e/ou composicao dietética
sobre desordens do metabolismo ainda € um campo a ser explorado. Recentes
estudos mostraram que restricdo do periodo de alimentacdo durante a fase ativa do
animal amplia os osciladores circadianos e agrava distlirbios metabdlicos induzidos
por dietas com maior teor de gordura sem reducdo da ingestdo caldrica, e que a
alimentacao irregular por si so, induz diversas disfun¢cdes metabdlicas. Assim, 0s
estudos nutricionais que avaliam a influéncia do sistema circadiano nestas
repercussdes tém constituido um novo ramo de investigacdo na ciéncia da nutricao,
a crononutricdo (OIKE; OISHI; KOBORI, 2014).

Portanto, este estudo tem como escopo avaliar os efeitos da alteracdo da
disponibilidade de alimento segundo o ciclo claro/escuro e/ou da composicao
dietética sobre o estado nutricional, ritmo e preferéncia alimentar, parametros

metabdlicos e aspectos do comportamento alimentar em ratos adultos.
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3 HIPOTESES

e Manipulacdes dietéticas causardo disturbios nutricionais e metabdlicos além de
alteracdes no ritmo e comportamento alimentar de ratos machos adultos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos da alteracdo da disponibilidade de alimento segundo o
ciclo claro/escuro e/ou da composicao dietética sobre o estado nutricional, ritmo e
preferéncia alimentar, parametros metabodlicos e aspectos do comportamento
alimentar.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos adultos submetidos a alteracdo da disponibilidade de
alimento ou ndo, com modificacdo da composicdo dietética ou ndo, 0s seguintes
parametros:

O padréo circadiano da alimentacao;

O estado nutricional ao longo do periodo experimental,

A curva circadiana da glicose sanguinea e a tolerancia oral a glicose;
A sequéncia comportamental de saciedade;

A preferéncia dietética.
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5 METODOS

A pesquisa foi realizada no Biotério Prof® Naide Regueira Teoddsio, do
Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) / Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os procedimentos experimentais descritos a
seguir foram previamente submetidos & andlise e aprovacéo pela Comisséo de Etica
em Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n° 23076.019767/2014-38 -
ANEXO A).

5.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram mantidos em condicdes ambientais padrdo de biotério
controlados em temperatura, umidade e luminosidade (ciclo claro/escuro — CE 12:12
- invertido, luzes acesas as 20h). Foram utilizados inicialmente 40 ratos machos, da
linhagem Wistar, nascidos de matrizes da colonia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco, recebidos do biotério de criacdo aos 21 dias
de vida. Apos desmame metade dos animais (n=20) receberam dieta comercial de
biotério e a outra metade (n=20) receberam dieta experimental chamada de
“ocidentalizada” (Tabela 1 e 2). Aos 60 dias de idade os grupos foram divididos e
distribuidos segundo as dietas e a disponibilidade de alimentos no periodo claro/
escuro. Durante o periodo experimental, alguns animais foram retirados do estudo
por motivos como perfuracao esofagica na gavagem, doenca respiratoria, finalizando
36 animais assim distribuidos: Grupo Controle (GC), Grupo Rac¢do Controle
Alteracdo da Disponibilidade (GRC), Grupo Ocidentalizada (GO) e Grupo Racéo
Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade (GRO), a partir de entdo os animais
foram mantidos em gaiolas individualizadas ao longo de toda a pesquisa. Teve-se
um total de quatro grupos de ratos machos (8-10 em cada) recebendo dietas ad
libitum nas fases claro e escuro do ciclo ou tendo sua disponibilidade invertida por

periodo de 120 dias. O desenho esquematico encontra-se abaixo delineado
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(Figural). Os nomes dos grupos foram estabelecidos em fun¢éo da dieta utilizada e
da variavel alteracéo do horario de disponibilidade de dieta.

A partir 60 dias de vida GRUPOS
DIETA CONTROLE => GC
(n=9)
Grupos CONTROLES
(n=20)
DIETA CONTROLE
DISPONIBILIDADE :> GRC
=9
RATOS WISTAR = ALTERADA (n=9)
DESMAMADOS
DIETA ¢ GO
OCIDENTALIZADA (n=10)
Grupos
OCIDENTALIZADOS
(n=20) DIETA
OCIDENTALIZADA => GRO
DISPONIBILIDADE (n=8)
ALTERADA

Figura 1- Desenho experimental do estudo segundo dietas, periodo e grupos formados. GC-
Grupo Controle; GRC- Grupo Racdo Controle Alteracdo da Disponibilidade; GO- Grupo
Ocidentalizada; GRO- Grupo Ragéo Ocidentalizada Alteragdo da Disponibilidade.

5.2 COMPOSICAO E HORARIO DE DISPONIBILIDADE DA DIETA

O grupo controle recebeu dieta comercial de biotério® (23% de proteina -
Tabela 1) por todo o experimento. O grupo com dieta ocidentalizada recebeu dieta
experimental “ocidentalizada” formulada a partir da adaptacdo do estudo de
Cavalcante et al (2013) até os 60 dias de vida e, ap0s essa idade, recebeu a mesma
dieta ajustada a fase de manutencao (Tabela 2). O periodo de experimentacdo com
inversdo da disponibilidade de alimento foi de 120 dias. Nesse interim, grupos
controle e ocidentalizado se alimentaram ad libitum por todo o ciclo de 24 horas e
grupos controle e ocidentalizado que apesar de ter a dieta disponibilizada, tiveram
uma inversao da oferta (alteracédo da disponibilidade), ou seja, a dieta foi ofertada ao

animal apos 8 horas de iniciado o ciclo escuro, sendo oferecida a vontade até o
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horario de 8 horas do dia seguinte. O consumo alimentar (g) foi obtido pela diferenca

entre a quantidade de alimento oferecido e o rejeitado.

Tabela 1. Composi¢cdo de macronutrientes segundo o Valor energético total (VET) da dieta
ocidentalizada baseada na AIN-93 para roedores e da dieta comercial.

DIETAS* PROTEINA CARBOIDRATO LIPIDIO VET
(%kcal VET) (%kcal VET) (%kcal VET) (kcal/g)
Omdemahzada 18 43 39 40
(crescimento)
Omdentahz:i\da 14 46 40 41
(manutencgéo)
Comercial 26 63 11 3,6

*Os célculos da composi¢do centesimal da dieta ocidentalizada foram baseados nas informacdes
nutricionais enviadas pela empresa fornecedora dos produtos e na Tabela Brasileira de Composicao
de Alimentos (TACO). A andlise da composi¢cdo centesimal final das dietas € realizada pelo
Laboratorio de Experimentagcdo e Andlise de alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricdo da

UFPE.

Tabela 2. Composicdo centesimal da dieta experimental ocidentalizada

Constituintes

Dieta ocidentalizada

Dieta ocidentalizada

(9%) (crescimento) (manutencgéo)

Amido de milho 11,70 15,70
Racédo comercial de biotério 8,00 8,00
Biscoito maisena de 5.00 5,00

chocolate

Farinha de soja 4,00 4,00
Caseina 20,00 15,00
Celulose 4,00 4,00
Oleo de milho - 1,50
Oleo de soja 3,00 2,50
Banha 5,30 5,30
Manteiga 4,00 4,00
Margarina (85% lipidio) 4,00 4,00
Creme de leite (20% lipidio) 4,00 4,00
Acucar 22,00 22,00
Sais — mix mineral 2,50 2,50
Vitaminas 0,70 0,70
Colina 0,25 0,25
Metionina 0,25 0,25

BHT = 0,14mg 0,0014 0,014
NaCl (39,34% de Na) 0,30 0,30

Glutamato Monossédico

(12,3% de Na) 1,00 1,00

% Kcal 402,28 409,71

Fonte: o autor, adaptado de Cavalcante et al, (2013).
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5.3 AVALIACAO DA EVOLUCAO PONDERAL

A afericdo do peso corporal foi realizada semanalmente até o final periodo do
experimental. O procedimento foi realizado na balanca eletrbnica digital, marca

Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima 500g (menor divisdo 0,001g).

5.4AVALIACAO DO CRESCIMENTO SOMATICO

5.4.1 Avaliagdo antropométrica

Foi utilizado papel milimetrado para medir o comprimento corporal do animal
(da regiao do focinho até a base da cauda) aos 60 dias e ao final do experimento.
Em momentos semelhantes, medidas de perimetro toracico (cm) e abdominal (cm)

também foram obtidas no animal.

5.4.2 indice de Massa Corporal

Calculou-se o indice de massa corporal (IMC) dividindo o peso do animal (Q)
pelo quadrado de seu comprimento (cm) (NOVELLI et al, 2007).

5.5CONSUMO ALIMENTAR E CURVA GLICEMICA

Para medida de ingestdo alimentar relativa a cada 4 horas do ciclo de 24
horas, o animal, previamente ambientado, foi acompanhado durante 5 dias e a
meédia do registro de 3 dias consecutivos foi analisada (Figura 2). Dessa forma, foi

obtido o padrao de consumo circadiano e o total de ragcdo consumida em cada
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fotoperiodo dos grupos com dieta padréo e ocidentalizada ad libitum e com alterada
disponibilidade de alimento na fase escura do ciclo (ao término do periodo de 120
dias com a inversao da disponibilidade de alimento).

Em paralelo, foi realizada a curva circadiana da glicose durante 1 dia em
todos os grupos nos mesmos intervalos de tempo de controle do consumo alimentar.

O consumo circadiano da alimentacéo e a curva glicémica a cada 4 horas, foi
utilizado para observar a ritmicidade alimentar e glicEmica (NASCIMENTO et al,
2013) em func¢éo do ciclo, da dieta e da alteracéo da disponibilidade de alimento.

A ritmicidade foi medida através de um ciclo ambiental (zeitgeber) que pode
corresponder ao horério que as luzes acendem ou apagam durante o periodo de 24
horas. Para fins de compreensdo do temporizador externo, os Zietgebers serdo
denominados segundo os fusos horarios dos ciclos, comecando ZTO no primeiro

intervalo do periodo da fase clara do ciclo.

8:00h 12:00h 16:00h 20:00h

ZT12 ZT16 ZT20

Figura 2 — Esquema de avaliacdo do padréo circadiano da curva da glicemia e do consumo
alimentar dos animais experimentais.

5.6 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

O teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) foi realizado entre os 123-146 dias
de vida no fotoperiodo claro e escuro em todos os grupos. O animal foi submetido a

um jejum de 6 horas e, apos esse periodo, foi coletada a primeira amostra de
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sangue (tempo 0) para dosagem da glicose basal com uso do aparelho Accu-Check
Performa®. Posteriormente, foi administrado por gavagem uma solucéo de glicose a
50%, na dosagem de 2mg/g de peso do animal para o teste de tolerancia oral a
glicose (ANDRIKOPOULOS et al, 2008) e a glicemia obtida nos tempos 30, 60, 90 e
120min. Foi calculada a area sob a curva de glicose (AG) por meio do método
trapezoidal (LE FLOCH et al, 1990).

5.7TESTE COMPORTAMENTAL: SEQUENCIA COMPORTAMENTAL DE
SACIEDADE

O comportamento alimentar foi mensurado através da Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS) determinada por Halford, Wanninayake e
Blundell (1998). Os animais foram submetidos ao teste comportamental a partir dos
60 dias de vida nos grupos com dieta ad libitum e, nos grupos com alteracdo da
disponibilidade de alimento somente ap6s 8 semanas de alterado o periodo de
alimentacdo. A metodologia utilizada para realizacdo da SCS consiste em colocar o
animal em uma gaiola transparente para observacéo permitindo a plena expressao
da sequéncia. Para a realizacdo do teste, os animais foram mantidos em gaiolas
individualizadas transparentes em privacado alimentar por 2 horas na fase escura, a
partir de metodologia adaptada de Halford, Wanninayake e Blundell (1998) antes da
oferta de alimento com peso determinado. Pesos do animal e da ragdo foram
realizados antes, e, ao final de cada sequéncia (apds 1 hora de observacdo). Os
ratos foram monitorados sob luz vermelha de baixa intensidade na fase escura do
fotoperiodo de 24 horas (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998). A SCS foi
registrada em formulario proprio (Apéndice A) por um observador treinado que
quantificou a duracdo (em segundos) dos seguimentos comportamentais:

e Alimentacgao: registro iniciado quando o rato aproxima-se do comedouro e inicia
a ingestao de racédo. A finalizacdo foi determinada no momento em que o rato

abandona o comedouro.
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Limpeza: o inicio do registro foi quantificado quando o rato lambeu as patas
anteriores e 0s movimentos dessas sobre a cabeca, bem como a continuidade de
lamber-se na regido ventral, dorso e patas posteriores.
Repouso/Descanso: gquantificado o tempo que o rato ficou em posicdo de
descanso, com o corpo repousando sobre o assoalho da gaiola.
Atividade de exploracdo: caminhando ao redor da gaiola ou circulando;
movimentos envolvendo os quatro membros. Este dado foi obtido a partir da
soma dos demais comportamentos subtraido do total de 300 segundos em cada
um dos 12 subperiodos de observacao.

ApOs registro de uma hora de SCS foram obtidas medidas complementares,

como duracéo, frequéncia, tempo médio de ingestdo de alimento, e tamanho da

refeicdo (g/kg de peso corporal) e velocidade ou taxa de ingestdo tanto em kcal/min

quanto em g/min.

Medida do consumo alimentar: obtida entre a diferenca do peso da quantidade de
racao oferecida e rejeitada (g) durante o periodo de uma hora de registro da
SCS.

Taxa de alimentacéo: foi determinada a partir da relacao entre a quantidade total

de alimento ingerida pelo tempo de registro de alimentagao (g/min).

5.8 TESTE DE PREFERENCIA ALIMENTAR

Nos 3 ultimos dias prévios a eutanasia, foi realizado o teste de preferéncia

alimentar com dietas em formato de pellets com predominancia de macronutrientes

chamadas de dieta hiperproteica, hiperlipidica e hiperglicidica (Tabela 3). Todas as

3 dietas foram oferecidas na mesma quantidade e seu consumo mensurado em 24

horas durante 3 dias. A ingestao foi determinada pela equacdo: CA = DO - (RS +

RL) onde, CA: Consumo alimentar; DO (dieta oferecida); RS (rejeito sujo); RL (rejeito

limpo).
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Tabela 3. Composicado de macronutrientes das dietas hiperglicidica, hiperproteica e
hiperlipidica utilizadas no teste de preferéncia alimentar agudo.

DIETAS* PROTEINA CARBOIDRATO LIPIDIO VET
(Y%kcal VET) (Y%kcal VET) (Y%kcal VET) (kcal/g)
Hiperglicidica
(CHO) 12,6 76,5 10,9 3,4
Hiperproteica (PTN) 34,5 53 12,6 3,3
Hiperlipidica (LIP) 11,6 50,1 38,3 3,9

*Os calculos da composicdo centesimal foram baseados nas informacdes nutricionais enviadas pela

empresa fornecedora dos produtos. Todas as dietas foram baseadas nas recomendacfes da AIN-
93M.

FONTE: a autora

5.9AVALIACAO DA GORDURA CORPORAL E PESAGEM DE ORGAOS

ApoOs jejum entre 12 e 14horas, 0s animais foram eutanasiados por excesso

de anestésico (Ketamina, 40mg/kg e Xilazina, 5mg/kg), para realizacdo de uma

laparotomia mediana. Os tecidos coletados: figado, rins, coracdo, gordura

retroperitoneal/gonadal/abdominal e estdbmago foram mensurados em balanga
eletronica digital, marca Marte (modelo ASF11).
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6 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade dos dados foi verificada a partir do teste de Kolmogorov
Smirnoff e a significancia considerada foi de p<0,05. Para analises intragrupo, antes
e depois de uma intervencao, foi utilizado o teste “t” de Student pareado. Para
andlise de peso corporal e consumo alimentar tendo a inversdo de alimento e o
tempo como cofatores, foi usada a Andlise de variancia (ANOVA) two-way de
medidas repetidas (repeated measure, RM), seguido do pos-teste de Bonferroni
quando observada diferenca entre 0s grupos. Para andlises com apenas uma
variavel, foi utilizada a Analise de variancia (ANOVA) one-way seguida do pds-teste
de Bonferroni quando detectada diferenca entre os grupos. Todos os resultados
estdo expressos em média + erro padrdo da média. Os dados foram analisados no
GraphPad Prism 5.0 verséo 2007.
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7 RESULTADOS

A partir dos 90 dias o peso corporal dos grupos com racao ocidentalizada (ad
libitum e restrito) apresentaram maior peso comparado aos seus respectivos grupos
com ragdo comercial até o final do periodo experimental. O GRC diferiu do controle,
GC, aos 150 e 180 dias (figura 1A).

Dividindo-se o periodo de ganho de peso entre 2 periodos de 60 dias cada,
devido as diferencas nas taxas de crescimento dos mesmos, foi observado que de
60 a 120 dias, o ganho de peso (figura 1B) foi menor no grupo GRC comparado ao
controle, GC. Nao observamos diferencas em relagcéo a dieta, GO ndo diferiu de GC.
No entanto, no intervalo de 120-180 dias, esse ganho foi menor para o grupo GRO
comparado ao GO; e o grupo GO manteve semelhante proporcdo de ganho que o
GC. O GRC nao mostrou diferengas quando comparado ao GC (figura 1C).

Interessante notar que a divisdo entre os periodos evidencia a menor

proporcao de ganho de peso em todos 0s grupos com o0 avango da idade.
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Figura 1- (A) Peso corporal (g); (B) ganho de peso dos animais (n=8-10) dos 60-120
dias de vida; (C) ganho de peso dos animais (n= 8-10) dos 120-180 dias de vida por
grupo durante o periodo experimental de acordo com a dieta e a disponibilidade de
alimento. Grupos: GC = Grupo Controle (circulo aberto); GRC = Grupo Ragdo Comercial Alteracdo
da Disponibilidade (tridngulo invertido fechado); GO = Grupo Ocidentalizada (quadrado fechado);
GRO = Grupo Rag¢éo Ocidentalizada Alteracao da Disponibilidade (triangulo aberto). (A) ANOVA two
way de medidas repetidas; (B e C) ANOVA one way e (A, B e C) seguido do pés-teste de Bonferroni.
(A) *vs GC; * GRO vs GRC. (B e C) * vs GC; * GRO vs GO (p<0,05).

Foram observadas dimensbes corporais maiores no grupo alimentado com
ragdo ocidentalizada aos 60 dias de vida: circunferéncia toracica (figura 2A),
circunferéncia abdominal (figura 2B) e indice de massa corporal (figura 2D) em

relacdo ao controle. Entre 0s grupos restritos, diferengca foi mostrada somente na
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circunferéncia abdominal. Nenhuma diferenga foi encontrada no comprimento

corporal do animal (figura 2C).
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Figura 2- Medidas murinométricas intergrupos aos 60 dias de vida. (A) circunferéncia
toracica; (B) circunferéncia abdominal; (C) comprimento corporal; (D) indice de massa corporal.
Grupos: GC = Grupo Controle (barra cinza claro); GRC = Grupo Rag¢do Comercial Alteracdo da
Disponibilidade (barra cinza médio); GO = Grupo Ocidentalizada (barra cinza escuro); GRO =
Grupo Ragéo Ocidentalizada Alteracéo da Disponibilidade (barra preta). ANOVA one way seguido
do pos-teste de Bonferroni * vs GC; *vs GRC (p<0,05).

Ao final do periodo experimental (aos 180 dias de vida) as medidas
murinométricas foram reavaliadas, e os resultados reforcam maiores dimensfes dos
grupos alimentados com ragéo ocidentalizada em medidas de circunferéncia toracica
(figura 3A), circunferéncia abdominal (figura 3B) e no indice de massa corporal
(figura 3D) tanto em relacdo ao controle (GC) quanto ao grupo submetido a dieta

restritiva (GRC), mas sem diferengas no comprimento corporal (figura 3C).
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Figura 3- Medidas murinométricas intergrupos aos 180 dias de vida. (A)
circunferéncia toracica; (B) circunferéncia abdominal; (C) comprimento corporal, (D) indice de
massa corporal. Grupos: GC = Grupo Controle (barra cinza claro); GRC = Grupo Racao
Comercial Alteragdo da Disponibilidade (barra cinza médio); GO = Grupo Ocidentalizada (barra
cinza escuro); GRO = Grupo Racdo Ocidentalizada Alteracéo da Disponibilidade (barra preta).
ANOVA one way seguido do pds-teste de Bonferroni. * vs GC; ¥ vs GRC (p<0,05).

Na figura 4A, pode-se destacar que o ritmo da alimentacdo segue um padréo
regular ao longo dos dias, nos grupos com dieta ad libitum (comercial e
ocidentalizada). Também foi verificado um pico de ingestdo nas primeiras 4 horas da
fase escura (ZT12) em ambos 0s grupos. JA nos grupos restritos, este pico foi
observado nas ultimas 4 horas da fase escura (ZT20), momento que 0S grupos tém
o alimento disponibilizado.

A figura 4B mostrou a média de consumo alimentar (g/100g de peso corporal)
durante os 3 dias de observacdo em ambas as fases do ciclo comparando o GRC

com o GC. Como esperado hd uma diferenga nos momentos de ZT12 e ZT16, pois 0
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GRC néao dispbe de alimento e em ZT4 e ZT20, onde o GRC ingere mais que o GC
em ambos 0s momentos totalizando uma ingestéo superior em torno de 40%.

Na figura 4C, também foi expressa a diferenca de consumo entre 0S grupos,
neste caso GRO e GO. Igualmente, o GRO mostra diferenca em ZT12 e ZT16 por
nao dispor de alimento, mas, menor em ZT0 (40% menor) e maior em ZT20 que seu
correspondente, GO (96% maior).

Na figura 4D, essas ingestdes foram expressas em kcal/100g de peso
corporal devido a diferenca calérica de 13% entre as dietas. Neste caso, foi
verificado que o GRO difere do GRC em ZTO, ZT4, ZT8 e ZT20, sempre ingerindo
menos. O GRO difere de GO em ZT12, ZT16 (menos caloria, pois esta sem
alimento) e ZT20 (mais caloria). Em ZT12 e ZT16 ele assemelha-se ao GRC, mas
nos demais intervalos ele ingere menos caloria que o GRC.

Entre os grupos ad libitum a ingestdo energética difere entre GO e GC em
ZT8, ZT12, ZT16 e ZT20, sempre em menor quantidade.

Em termos de calorias, o0 GRC também difere do GC em ZT4, ZT12, ZT16 e
ZT20.
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Figura 4- (A) Ritmo circadiano da alimentacdo (g%); (B e C) consumo alimentar
relativo médio (g%); (D) ingestdo energética relativa média a cada 4 horas ao longo
de 3 dias segundo dieta e alteracdo da disponibilidade de alimento. Grupos: GC =
Grupo Controle (circulo aberto); GRC = Grupo Ragdo Comercial Alteracao da Disponibilidade
(tridngulo invertido fechado); GO = Grupo Ocidentalizada (quadrado fechado); GRO = Grupo
Racéo Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade (triangulo aberto). ZTO= 12 hora do claro (20-
24h); ZT4= 22 hora do claro (24-04h); ZT8= 32 hora do claro (04-08h); ZT12= 12 hora do escuro
(8-12h); ZT16= 22 hora do escuro (12-16h); ZT20= 32 hora do escuro (16-20h). (A) Valores
representados em média erro padrdo da média; (B, C e D) ANOVA two way medidas repetidas
seguido do pés-teste de Bonferroni * vs GC; * GRO vs GRC; ® GRO vs GO (p<0,05).

Na comparacgao intragrupo segundo as fases clara e escura, observa-se que 0

grupo GC ingere maior quantidade de alimento na fase escura comparada com a
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clara. Mas, no GRC estes valores se invertem, ou seja, € na fase clara que ocorre a
maior ingestdo do grupo controle restrito (figura 5A). Quanto aos grupos com dieta
ocidentalizada, nem o GO e nem o GRO foi observado nenhuma diferenca quanto
ao padrao de ingestéo alimentar (figura 5A).

Na figura 5B, ao se comparar a ingestdo intergrupos na fase clara, foi
observado que o grupo GRC consome mais comparado ao GC, e que o grupo GO
ingere menos que o controle, e, o grupo GRO consome menos que o GRC.

A figura 5C mostra que na fase escura o grupo GRC consumiu menos que o
grupo GC, e, que o grupo GRO consumiu menos que os grupos GRC e GO.

Nas figuras 5D, 5E, 5F, as mesmas analises foram realizadas referentes a
ingestao energética. Nas figuras 5D e 5E, os mesmos resultados foram encontrados
entre os grupos analisados. Na figura 5F apenas o grupo GRO mostra divergéncia
energética em relacdo aos resultados do consumo alimentar, pois ndo difere de
GRC.
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Figura 5- Ingestdo relativa (g/100g e kcal/100g) intra e intergrupos segundo as
fases de claro e de escuro durante 3 dias. (A) Comparacéo intragrupo do consumo
alimentar total por cada fase do ciclo; (B) consumo relativo intergrupos na fase de claro; (C)
consumo relativo intergrupos na fase de escuro; (D, E e F) mesmas avaliacées foram realizadas
em relacdo a ingestdo energética, respectivamente. (A e D) Grupos: GC L = Grupo Controle claro;
GC D= Grupo Controle escuro; GRC L = Grupo Racgdo Comercial Alteracdo da Disponibilidade
claro; GRC D = Grupo Racao Comercial Alteracdo da Disponibilidade escuro; GO L = Grupo
Ocidentalizada claro; GO D = Grupo Ocidentalizada escuro; GRO L = Grupo Ragéo
Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade claro; GRO D = Grupo Racdo Ocidentalizada
Alteracé@o da Disponibilidade escuro. (B, C, E e F) Grupos: GC = Grupo Controle; GRC = Grupo
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Racéo Comercial Alterag&do da Disponibilidade; GO = Grupo Ocidentalizada; GRO = Grupo Racao
Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade. (A e D), Teste t de student pareado; (B, C, E e F),
teste ANOVA one way seguido do pés-teste de Bonferroni. (A e D) * vs GC D/ GRCD. (B,C,E e
F) * vs GC; * GRO vs GRC; ® GRO vs GO (p<0,05).

A obtencdo da curva glicémica de um ciclo de 24h (figura 6) nos permitiu
observar que os grupos com dieta ad libitum (comercial e ocidentalizada) diferem em
todo o ciclo claro e ao final da fase escura (ZT20), com a glicemia do grupo
ocidentalizada apresentando-se mais alta nos pontos divergentes do ciclo. Nos
grupos restritos observou-se que o grupo GRO demonstrou uma menor glicemia em
relacdo ao GO nos dois ultimos intervalos da fase clara (ZT4 e ZT8). Ao longo da
fase escura manteve-se constante nos primeiros intervalos e mostrou uma reducéo
ao final da fase escura (ZT20) quando comparado ao GO. Apesar de observada a
reducado da glicemia no grupo GRO comparado ao GO este permaneceu maior que
seu correspondente restrito, 0 GRC em diversos pontos do intervalo.

Apés as primeiras 4 horas da fase escura a glicemia do grupo GRC
apresentou uma reducdo nos dois momentos (ZT16 e ZT20) dessa fase comparada
ao GC.
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Figura 6- Curva glicémica de um ciclo de 24 horas intergrupos. Grupos: GC = Grupo
Controle (circulo aberto); GRC = Grupo Ragdo Comercial Alterac@o da Disponibilidade (triangulo
invertido fechado); GO = Grupo Ocidentalizada (quadrado fechado); GRO = Grupo Racéo
Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade (triangulo aberto). ZTO= 12 hora do claro (20-24h);
ZT4= 22 hora do claro (24-04h); ZT8= 32 hora do claro (04-08h); ZT12= 12 hora do escuro (8-12h);
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ZT16= 22 hora do escuro (12-16h); ZT20= 32 hora do escuro (16-20h). ANOVA two way medidas
repetidas e seguido do pds-teste de Bonferroni. * vs GC ; ®vs GRC; *vs GO (p<0,05).

A curva glicémica também foi avaliada intragrupo segundo as fases clara e
escura do ciclo de 24hs. Na figura 7A foi verificada que em ambas as fases,
ocorreram uma variagdo glicémica, mas que nao ha diferencas entre as fases do
fotoperiodo. Na figura 7B, dados do grupo GRC, demonstraram significante
diferenca entre dois pontos da curva na fase clara comparada a fase escura,
produzindo praticamente uma curva sem oscilagdo. Nas figuras 7C e 7D nenhuma

diferenca foi detectada nos grupos entre as fases clara e escura.
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Figura 7- Curva glicémica por fase intragrupos: (A) Grupo Controle; (B) Grupo
Rac&do Comercial Alteracdo da Disponibilidade; (C) Grupo Ocidentalizada; (D)
Grupo Racédo Ocidentalizada Alteracéo da Disponibilidade. (A) Grupos: GC L = Grupo
Controle claro (circulo aberto); GC D= Grupo Controle escuro (quadrado fechado). (B) Grupos:
GRC L = Grupo Racéo Comercial Alteracdo da Disponibilidade claro (circulo aberto); GRC D =
Grupo Racgdo Comercial Alteracdo da Disponibilidade escuro (quadrado fechado). (C) Grupos:
GO L = Grupo Ocidentalizada claro (circulo aberto); GO D = Grupo Ocidentalizada escuro. (D)
Grupos: GRO L = Grupo Racdo Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade claro (circulo
aberto); GRO D = Grupo Ragdo Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade escuro (quadrado
fechado). ANOVA two way de medidas repetidas, seguido do pds-teste de Bonferroni. (B) * vs
GRC D (p<0,05).
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A partir do teste oral de tolerdncia a glicose realizado na fase clara e na
escura foi possivel observar que existe uma diferenca de resposta em funcdo da
fase ao compararmos os grupos ad libitum (GO X GC). Na fase clara (figura 8A) o
grupo GO mostrou uma glicemia constante e mais alta do que o grupo GC aos 90 e
120 minutos do teste e também uma maior area sob a curva. Na fase escura, o GO
nao diferiu do GC em nenhum ponto da curva (figura 8B).

Nenhuma diferenca foi observada entre 0o GRC e GC em nenhuma das fases.
Ja entre o GRO foi detectado diferenca aos 60 minutos em relacdo ao GO refletindo
também significAncia na area sob a curva, na fase clara (figura 8A).

Na fase escura também foram encontradas diferencas do GRO comparado ao
GRC e GO em diversos pontos da curva refletindo também significancia na area sob

a curva (figura 8B).
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Figura 8- Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) e area sob a curva de glicose

inergrupos segundo a fase de claro (A) e de escuro (B). (A) Grupos: GC L = Grupo
Controle claro (circulo aberto); GRC L = Grupo Racéo Comercial Alteracdo da Disponibilidade
claro (triangulo invertido fechado); GO L = Grupo Ocidentalizada claro (quadrado fechado); GRO
L = Grupo Racéo Ocidentalizada Alteragdo da Disponibilidade claro (triangulo aberto). (B) Grupos:
GC D= Grupo Controle escuro (circulo aberto); GRC D = Grupo Racdo Comercial Alteracdo da
Disponibilidade escuro (triangulo invertido fechado); GO D = Grupo Ocidentalizada escuro
(quadrado fechado); GRO D = Grupo Rag¢édo Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade escuro
(triangulo cinza). ANOVA two way medidas repetidas para TTOG e ANOVA one wa‘?/ para area
sob a curva seguido do pés-teste de Bonferroni. (A) * vs GC L; ®GRO L vs GO L; (B) " vs GRC D;
®GRO Dvs GO D (p<0,05).

A andlise estatistica dos pesos relativos dos 6rgdos demonstrou que 0 peso
do figado do grupo GRO foi menor do que GRC, e, o peso do estbmago do grupo
GRC foi maior do que o grupo GC. Devido a este aumento no peso do estdbmago do
GRC, o grupo GRO diferiu do GRC mostrando um peso menor (tabela 1).

A gordura abdominal mostrou-se mais elevada nos grupos ocidentalizados;
tanto no GO quanto no GRO quando comparados aos pares GC e GRC,
respectivamente. O mesmo repete na comparacao da gordura retroperitoneal (tabela

1). Na gonadal, apenas o GO mostrou significancia.
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Tabela 1. Peso relativo de 6rgaos e gordura visceral de ratos submetidos a modificacdo da
composicao dietética e/ou alteracdo da disponibilidade de ragéo.

Orgaos/gordura
(/100g peso) GC GRC GO GRO

Coracao 0,32(x0,03)  0,33(x0,02) 0,34(+0,06) 0,33(+0,05)
Figado 2,83(¢0,11)  2,98(%+0,12) 2,66(+0,33)  2,52(x0,29)"
Estébmago 0,46(x0,07) 0,57(x0,03)*  0,35(x0,10)  0,33(x0,09)"
Rins Direito 0,35(x0,03)  0,35(x0,01) 0,33(x0,04) 0,32(+0,02)

Esquerdo 0,35(x0,03)  0,34(x0,01) 0,31(+0,03) 0,32(+0,03)
Gordura abdominal 3,22(#1,01)  3,24(x0,72)  5,65(+1,68)* 5,86(+1,64)"
Gordura gonadal 1,45(%0,28) 1,41(x0,23)  2,45(x0,97)*  1,95(%0,77)
Gordura retroperitoneal 1,76(x0,84) 1,83(x0,61)  3,19(¥1,00)* 3,91(+1,15)"

Grupos: GC = Grupo Controle; GRC = Grupo Racdo Comercial Alteracdo da Disponibilidade; GO =
Grupo Ocidentalizada; GRO = Grupo Racdo Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade. ANOVA
one way seguido do pés-teste de Bonferroni. * vs GC ; “vs GRC (p<0,05). Valores expressos em
média + EPM.

No teste de preferéncia alimentar, o grupo GRC demonstrou maior
preferéncia por dieta hiperglicidica em relacdo ao GC. O grupo GRO menor
preferéncia pela dieta glicidica comparada ao GRC (figura 9A). O consumo de dieta
com predominancia de proteina foi semelhante em todos os grupos (figura 9B). O
grupo GRC apresentou menor consumo de dieta hiperlipidica comparada ao GC e o

grupo GRO maior preferéncia em relacdo a GRC (figura 9C).
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Figura 9- Teste de preferéncia alimentar intragrupos ao final do experimento segundo
dietas com predominancia de macronutrientes: (A) carboidrato; (B) proteina; (C)
lipidio. Grupos: GC = Grupo Controle (barra branca); GRC = Grupo Ragdo Comercial Alteragdo da
Disponibilidade (barra cinza claro); GO = Grupo Ocidentalizada (barra cinza médio); GRO = Grupo
Racédo Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade (barra cinza escuro). ANOVA one way seguido do
pos-teste de Bonferroni. *vs GC; *vs GRC (p<0,05).
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A andlise comportamental da sequéncia de saciedade mostra que em todos
0S grupos experimentais analisados houve a conservacédo da estrutura padrao da
sequencia de saciedade caracterizada por transicdo entre periodo de alimentacéo e
descanso intermediados por comportamentos de limpeza e exploracdo (figura 10).
As manipulacdes utilizadas no estudo ndo interromperam a sequéncia. Observamos
gque a modificacdo da composicao nutricional da dieta e a alteracdo da
disponibilidade temporal de alimento provocaram mudancas no tempo gasto nas

atividades de descanso e alimentacao.
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Figura 10- Sequéncia comportamental de saciedade de ratos submetidos a
modificacdo da composicao dietética e/ou alteracdo da disponibilidade temporal de
racdo. Os periodos correspondem aos 12 intervalos de tempo de 5 minutos que
compdem o teste. As colunas representam a propor¢cdo do numero total de
observacdes para cada comportamento por cada intervalo de tempo. (A) Grupo Controle;
(B) Grupo Ragéo Comercial Alteracdo da Disponibilidade; (C) Grupo Ocidentalizada; (D) Grupo Racao
Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade.
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A saciedade comportamental (ponto de transicdo entre comportamento de
alimentacao para descanso) foi adiantado nos grupos GRC (figura 11B) e GO (figura
11C) em relacdo ao grupo controle (figura 11A). Esses resultados estdo
correlacionados com a menor duracdo de alimentacdo do GRC e GO comparados
ao GC (tabela 2). No grupo GRO (figura 11D) houve atraso no disparo da saciedade
comparado ao GO (figura 11C). Porém, ndo houve diferengas no tamanho da

refeicdo e na velocidade de seu consumo entre os dois grupos (tabela 2).
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Figura 11- Sequéncia comportamental de saciedade de ratos submetidos a
modificacdo da composicdo dietética e/ou alteracdo da disponibilidade temporal de
racdo. As linhas correspondem a duracdo (s) dos comportamentos (alimentacdo,
limpeza, descanso) em cada 12 x 5 min intervalos do teste. A linha vertical representa
0 ponto de transi¢cdo entre o comportamento de alimentacdo e o de descanso. (A)

Grupo Controle; (B) Grupo Ragéo Comercial Alterag&o da Disponibilidade; (C) Grupo Ocidentalizada;
(D) Grupo Ragéo Ocidentalizada Alteracdo da Disponibilidade.

O tamanho da refeicdo em kcal ou em gramas foi menor nos grupos GRC e
GO quando comparado ao GC (tabela 2). A taxa de alimentacao foi alterada apenas
em animais com manipulacéo da qualidade da dieta. Assim, observamos maior taxa

de alimentac&o no grupo GO comparado ao GC, bem como no GRO comparado do
GRC (tabela 2).
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Tabela 2. Parametros da microestrutura da refeicdo de ratos submetidos a modificacdo da
composicao dietética e/ou alteracdo da disponibilidade temporal de racéo.

GC GRC GO GRO
(kcal/lkg de 72,33 37,15 37,18 .
Tamanho peso) (£17,47) (x10,86)* (£14,31)* 37,58 (+8,53)
refeicdo 20,09 10,32 10,26
(g/kg de peso) (+4,85) (£3,01)* (£3.28)* 9,36 (x2,17)
Duracéo refeicdo (min) (147123) 9,28 (£x3,17)* 7,08 (x2,40)* 7,15 (+1,43)
Taxa de (kcal/min) 1,52 (+0,55) 1,34 (x0,50) 2,87 (+0,88)* 2,19 (+0,56)

alimentacgéao (g/min) 0,38 (x0,04) 0,37 (¥0,14) 0,67 (¥0,12)* 0,59 (+0,15)"

Grupos: GC = Grupo Controle (n=5); GRC = Grupo Racédo Comercial Alteracdo da Disponibilidade (h=6); GO =
Grupo Ocidentalizada (n=10); GRO = Grupo Racdo Ocidentalizada Alteragdo da Disponibilidade (n=7). ANOVA
one way para tamanho da refeicdo e duracdo da refeicdo seguido do pés-teste de Bonferroni (p<0,05). Teste de
Kruskal-Wallis para taxa de alimentacéo seguido do pés-teste de Dunn (p<0,05). * vs GC; * vs GRC. Valores
expressos em média = DP.
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8 DISCUSSAO

O presente estudo foi capaz de detectar mudancas no estado nutricional e
comportamento alimentar provocados tanto pela dieta quanto pela alteracdo de
horario com disponibilidade de alimento ou restricdo alimentar. Houve mudancas no
padrao alimentar em fungao da restricdo alimentar, um menor consumo de alimentos
em funcdo da composicdo dietética, curva glicEémica elevada em animais que
consumiram dieta ocidentalizada ad libitum, e, diferentes sele¢cdes de preferéncia
dietética em fung&o da restricdo alimentar.

O estado nutricional dos animais diferiu de acordo com a composi¢cao
dietética e regime alimentar ao qual foram expostos ao longo da pesquisa. Animais
dos grupos alimentados com dieta ocidentalizada apos desmame, mostram elevado
peso corporal a partir dos 90 dias de vida. Resultados semelhantes foram
encontrados por Bhandari et al (2010), os quais observaram maior ganho de peso
entre animais alimentados com dieta hiperlipidica (42% de gordura) durante 4
semanas. E conhecido que a alimentacdo prolongada com dieta rica em gordura
induz aumento de peso em ratos em torno de 10 a 20% comparado a animais
alimentados com dieta padrdo, sendo essa indugcdo da obesidade com dieta mais
efetiva quando iniciada em ratos jovens e continuada por varias semanas
(BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007). Neste estudo a diferenca de
peso encontrada em animais com dieta ocidentalizada foi em torno de 16% para o
grupo GO e de 25% para o grupo GRO comparado com seus pares, 0 que corrobora
achados da literatura.

Além disso, a dieta hiperlipidica interrompe o ciclo circadiano normal
(KOHSAKA et al, 2007), provocando génese em larga escala de transcritos
oscilantes de novo, resultando na reorganizacédo das oscilagbes coordenadas entre
transcricbes coerentes e metabdlitos. Os mecanismos subjacentes a esta
reprogramacgao envolvem o oscilador tanto no recrutamento na cromatina do gene
BMAL1 como na ativagdo ciclica acentuada de vias de substituicdo através do
regulador transcripcional PPARy. Estas evidéncias demonstram que €

especificamente dieta rica em gordura, e ndo o desenvolvimento da obesidade, que
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provoca a reprogramacao do sistema de temporizacdo e que os efeitos da dieta
nesse sistema sédo supostamente reversiveis (ECKEL-MAHAN et al, 2012).

A restricdo alimentar durante as primeiras 8 horas na fase escura gerou um
peso menor no grupo com dieta padrdo comparado ao grupo referéncia. Neste
estudo, o grupo com dieta ocidentalizada restrita apresentou maior peso corporal
gue seu correspondente controle restrito mesmo ingerindo menor quantidade de
alimento e caloria. A existéncia de um periodo diario definido de alimentacéo e jejum
€ um determinante dominante dos ritmos diurnos nas vias metabdlicas reverberado
na expressao de genes do metabolismo energético (CHAIX et al, 2014).

Estudo prévio com desenho metodologico semelhante ao usado neste estudo
revelou que a restricdo alimentar pode ser benéfica em condicBes alimentares
desequilibradas e que estes parecem ser proporcionais a duracdo do jejum (CHAIX
et al, 2014).

O inicio precoce da restricdo demonstrou resultados que favoreceram a
reducdo de peso e mudancgas na composi¢ao corporal tanto em animais alimentados
com dieta adequada quanto com dieta desequilibrada na propor¢cdo de
macronutrientes (ocidentalizada). Contudo, os resultados foram mais expressivos no
grupo com dieta ocidentalizada. A restricdo alimentar conseguiu reverter 0 processo
de obesidade e alteracdes metabodlicas. Contudo, para ser utilizada como uma
terapia adicional contra a obesidade faz-se necessério investigar diversos outros
fatores adicionais como as consequéncias em longo prazo e quais respostas
fisiologicas e metabdlicas podem ocorrer em funcao do retorno aos horarios normais
de alimentagao.

A divisdo do percentual de ganho de peso em dois periodos deveu-se as
distintas fases de crescimento do rato. Como esperado, o periodo de maior ganho
de peso nos grupos ad libitum ocorre quando o animal € mais jovem e a reducao
aparece proporcional ao avanco da idade. Em funcao da restricdo, diferentes ganhos
foram observados nos grupos restritos onde nos animais de dieta controle ocorreu
na primeira fase e nos animais de dieta ocidentalizada ocorreu no segundo periodo
de observacdo. De acordo com Novelli et al (2007), o peso e as medidas corporais
(circunferéncia abdominal e IMC) aumentam proporcionalmente com a idade, mas,

apos 90 dias de vida essas medidas corporais permanecem constante.
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Neste estudo, as medidas murinométricas (circunferéncia toracica,
circunferéncia abdominal e IMC) mostraram-se maiores nos grupos alimentados com
dieta ocidentalizada (ad libitum e restrito). Esta diferenca foi observada tanto aos 90
dias quanto ao final do periodo da pesquisa, 0 que vem de encontro ao advogado
por Novelli et al (2007). Estes autores observaram mudancas no peso corporal,
ganho de massa corporal e IMC mais alto em ratos alimentados com uma dieta
inadequada na composicdo de macronutrientes quando comparados aos ratos
alimentados com dieta padrdo de biotério.

Sinitskaya et al (2007) estudaram o efeito em longo prazo (10 semanas) de
trés dietas hiperlipidicas com diferentes propor¢des de gordura e carboidrato em
ratos Sprague-Dawley. Das dietas utilizadas por estes autores, a que mais se
aproximou da utilizada no presente estudo continha lipidio/carboidrato/proteina na
proporcdo de 53:30:17 com 4,7kcal/g. Animais alimentados com esse tipo de dieta
exibiram significativo aumento de IMC (13%), gordura abdominal (70%), assim como
alto nivel de leptina plasmatica (130%) e menores niveis de adiponectina plasmatica,
além de tolerancia a glicose prejudicada e resisténcia a insulina em relacéo ao grupo
controle. O estudo de Angéloco et al (2012) também detectou positiva associacao
entre gordura dietética (dieta com 50% de gordura), aumento de medidas
murinométricas (IMC, indice de Lee e circunferéncia abdominal). Neste estudo os
animais alimentados com dieta ocidentalizada revelaram 75% a mais de gordura
abdominal, 30% de aumento do IMC, e entre 17-20% nas demais medidas
murinométricas, circunferéncia abdominal e toracica respectivamente. Estes
achados indicam que a dieta ocidentalizada foi tdo ou mais eficaz em promover
aumento de peso, de gordura e de dimensfes corporais. Vale ressaltar que
nenhuma diferenca foi detectada quanto ao tamanho corporal dos animais. Ou seja,
a dieta causou aumento de peso e alteracdo da composi¢cao corporal sem modificar
0 comprimento dos ratos.

O padréo de ingestdo alimentar nos grupos ad libitum (dieta comercial e
ocidentalizada) foi semelhante, mostrando um padréo regular com pico de ingestéo
nas primeiras 4 horas da fase escura do ciclo. O padrdo e ritmo enddégeno da
alimentacéao foi estabelecido em estudos com animais (NASCIMENTO et al, 2013) e
com humanos (SCHEER; MORRIS; SHEA, 2013). Em animais, o0 pico de ingestao
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alimentar ocorre nas primeiras horas da fase escura, periodo ativo do rato; e, em
humanos equivale ao pico da fome as 8:00hs do periodo ativo e também ao final do
periodo ativo, as 20:00hs (SCHEER; MORRIS; SHEA, 2013). Nos grupos restritos
(dieta comercial e ocidentalizada), inicialmente, o padrdo de ingestdo foi
estabelecido em funcdo da alteracdo da disponibilidade de alimento. Portanto, o
animal era restrito de alimento durante as primeiras 8 horas da fase escura,
momento de maior atividade e de ingestdo alimentar, para animais de habitos
noturnos como os roedores (LAPOSKY et al, 2008). Esta restricdo condicionou
esses animais ao pico de ingestdo nas ultimas horas da fase escura, expondo 0s
grupos restritos a apenas a um intervalo do periodo ativo do rato. Foi observado
também que 0s grupos restritos com dieta padrdo ingeriram mais racdo em
determinados momentos do ciclo que seu par correspondente. Contudo, este
comportamento nao foi observado no grupo GRO no primeiro intervalo da fase clara.
Este consumiu menos que seu par controle. Essa reducdo no consumo alimentar
pode ser justificada pelo efeito diferencial dos macronutrientes na saciedade
provocado pela densidade energética (GERSTEIN et al, 2004). Essa metodologia
mimetiza as condigbes que melhor assemelham ao estilo de vida ocidental em
humanos, em termos de horario de consumo alimentar.

Independente de um periodo ou de horas de restricdo, Kohsaka et al (2007)
encontraram que o consumo de dieta hiperlipidica altera a funcdo do relégio
circadiano em mamiferos. A exposi¢cdo a uma dieta rica em gordura provocou um
maior consumo percentual de ingestdo diaria de alimentos durante o periodo de
descanso (luz) e uma reducgéo na fase escura.

Curiosamente, a alteracdo no ritmo de alimentacdo em animais alimentados
com dieta rica em gordura ocorreu bem antes do inicio do ganho de peso
significativo (KOHSAKA et al, 2007). Neste estudo, ndo se observou maior ingestao
do grupo ocidentalizado na fase clara, mas sim, um aumento em torno de 40% na
guantidade ingerida de alimento ao final da fase escura do grupo GO comparado ao
GC. Provavelmente as diferengcas de consumo entre este estudo e o Kohsaka et al
(2007) deve-se ao distinto desenho metodolégico. Evidenciamos, portanto, menor
consumo alimentar quantitativo (g/100g de peso) e caldrico (kcal/100g de peso). Em

outro estudo (FARLEY et al, 2003) com dieta hiperlipidica, foram encontrados
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resultados semelhantes em relacdo a quantidade consumida, mas, diferente em
relacdo ao consumo energético. A divergéncia da ingestdo energética entre o estudo
de Farley e este, pode ser devido a densidade energética e/ou da composicédo ou
proporcao dos diferentes tipos de acidos graxos das dietas. Além da quantidade total
de gordura, a composicdo de &cidos graxos pode interferir nos desfechos
fisiometabdlicos.

Poucos estudos apresentam desenho metodologico semelhante ao do
presente estudo tanto em funcdo da dieta quanto do periodo de restricdo, o que
pode dificultar ou restringir a comparacgéo dos resultados. A restricdo alimentar em
animais alimentados com dieta ocidentalizada n&o provocou uma maior ingestao
alimentar durante o ciclo claro como observado no grupo com dieta comercial. O fato
de que os alimentos ricos em gordura sdo mais densos em energia, tém maior
palatabilidade e tém baixo poder de saciacdo e alto valor de saciedade, ajuda a
explicar por que os individuos tendem a consumir excessivamente alimentos ricos
em gordura, um processo denominado superconsumo passivo (GERSTEIN et al,
2004). Este fato pode ter acontecido no ultimo intervalo da fase escura. Porém em
funcdo da maior quantidade de &cidos graxos de cadeia longa na luz intestinal, estes
animais reduziram a ingestao alimentar (RITTER, 2004) na refeicdo subsequente
(primeiro intervalo da fase clara).

Além disso, a modificacdo somente do horario da alimentacdo pode afetar
horménios relacionados com os periodos de saciedade (ARBLE et al, 2009). Uma
dieta rica em gordura gera uma profunda reorganizacdo de vias metabdlicas
especificas, levando a remodelacdo generalizada dos osciladores do figado
(ECKEL-MAHAN et al, 2012). Embora os mecanismos moleculares pelos quais uma
dieta rica em gordura afeta o sistema circadiano ndo sejam conhecidos, sabe-se que
perturbacdes metabdlicas, como a restricdo da ingestdo energética a uma fase que
se opbe a fase de alimentacdo tradicional, podem restabelecer quase todos os
osciladores periféricos, alterando o balango energético. Isso porque a ritmicidade
circadiana hepatica, em particular, € altamente responsiva ao consumo energético
ciclico.

De forma curiosa, a curva glicémica tracada nos animais parece ser

dissociada do periodo de alimentagdo, ou seja, € sabido que o controle glicémico &
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regido pelas células localizadas no nucleo supraquiasmatico (NSQ) independente do
periodo de alimentacdo (LAFLEUR et al, 2001).

Ao longo das 24 horas a glicemia dos animais com dieta ocidentalizada ad
libitum apresentou-se mais alta comparada ao grupo controle ao final da fase escura
e principalmente durante toda a fase clara. O grupo ocidentalizada restrito manteve-
se com glicemia menor do que o ad libitum diferindo nos mesmos pontos, exceto no
inicio da fase clara. Apesar deste grupo apresentar glicemia menor que o seu
controle de dieta, o grupo ocidentalizado restrito manteve uma glicemia
significativamente mais alta em relacdo ao grupo comercial restrito nos dois ultimos
intervalos da fase escura. Aqui ressaltamos que tanto o grupo GO quanto o GRO
demonstraram menor ingestdo alimentar e energética comparados aos seus pares,
condizentes com a dissociacdo do controle glicémico pelo alimento. Entre os grupos
com dieta comercial (ad libitum e restrito) foi observada glicemia significativamente
menor no grupo restrito nos mesmos momentos da fase escura (dois Ultimos
intervalos). Essa independéncia do controle glicEmico em relacdo a alimentacao
pode ser ressaltada com o resultado descrito acima, ja que ao final da fase escura o
alimento ja tinha sido oferecido ha 4 horas e apesar do alto consumo alimentar
nesse periodo houve uma resposta inversa da glicemia no grupo comercial restrito.

Foi encontrado beneficio na restricdo alimentar sobre a glicemia, de forma
mais expressiva no grupo com dieta comercial restrito. Resultado semelhante foi
encontrado por Anson et al (2006) apesar do regime de restricdo alimentar ser
diferente da metodologia empregada na presente pesquisa. Em dietas com
inadequada proporcdo de macronutrientes obtivemos uma reducdo da glicemia,
demonstrando um efeito favoravel da restricdo mesmo em dietas ricas em gorduras
(CHAIX et al, 2014). Entretanto, os efeitos negativos ocasionados por uma dieta
desequilibrada (BUETTNER et al, 2006; BUETTNER; SCHOLMERICH;
BOLLHEIMER, 2007; BHANDARI et al, 2010) se sobrepdem a um efeito positivo de
forma isolada. Isso porque uma dieta rica em gordura por si s6 altera a funcéo do
oscilador circadiano em mamiferos (KOHSAKA et al, 2007) com negativas
repercussdes em longo prazo.

A realizacdo da curva glicémica entre as fases clara e escura dos grupos foi

realizada em funcéo das alteragfes ja reveladas em estudos prévios que existe uma
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oscilagdo ciclica na secrecdo insulinica entre os momentos de escuro e claro ao
longo do dia ou em torno de 24hs (LAFLEUR et al, 2001). Neste teste foi observado
que o grupo GRC mostrou diferencas nos dois intervalos finais da fase clara,
demonstrando praticamente uma auséncia de oscilacdo da concentracdo de glicose
sanguinea. Reforcando que estimulos exdgenos como a modificagdo do horéario de
oferta do alimento interferem na sincronizacdo de ritmos fisiol6gicos a partir da
expresséo de um oscilador arrastado pelo alimento, FEO (DIAZ-MUNOZ et al, 2010).

O reldgio bioldgico prepara o individuo para o proximo periodo de atividade
por dois mecanismos distintos: aumento das concentracdes de glicose no plasma e
tornar o tecido mais tolerante a glicose. O possivel mecanismo que explicaria esses
resultados foram apresentados por Lafleur et al (2001) ao investigarem se 0 NSQ
também era responsavel pelas flutuacdes diarias na captacao de glicose e examinar
como estas flutuacdes se relacionavam com o ritmo da glicose plasmética em ratos
com NSQ intactos e ratos com NSQ lesionados. Para isso foram injetados bolus
(dose) intravenosos de glicose em diferentes momentos ao longo do dia. Como
resultado, os pesquisadores encontraram um aumento na captacao de glicose no
inicio do periodo de atividade seguido por uma reducdo gradual na captacdo de
glicose no final do mesmo periodo. A variagdo diaria na tolerancia a glicose néo
pareceu ser causada por flutuacdes nas respostas de insulina do pancreas, mas por
uma variacdo diaria na sensibilidade a insulina. Isso porque em ratos com NSQ
lesionados houve um desaparecimento da flutuacéo diaria na captacédo de glicose e
na sensibilidade a insulina. Contudo, ratos com NSQ intactos apresentaram um
aumento da tolerancia a glicose que nado podia ser explicado por respostas de
insulina mais elevadas ou sensibilidade a insulina aumentada. Portanto, estes
achados sugerem que o NSQ influencia na absorcdo de glicose independente de
insulina.

A dieta e a restricdo também mostrou interferéncia sobre o teste de tolerancia
oral a glicose (TTOG) em ambas as fases. A glicemia elevada no grupo GO e a
menor glicemia no GRO comparados respectivamente com o GC e o0 GO na fase
clara, assim como a glicemia maior no GRO comparada aos grupos GRC e GO na

fase escura confirmam-se na glicemia obtida sob a area da curva glicémica.
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Apesar de divergéncias entre metodologias em tempo de jejum prévio ao
teste, via de administracdo de glicose (oral ou intraperitoneal) para a realizacdo do
teste e/ou fase do ciclo de 24 horas no qual foi realizado o TTOG, alguns resultados
foram comparados. Na literatura consultada ndo foram encontrados trabalhos que
realizaram TTOG em ambas as fases do ciclo CE ou somente na fase escura.

A metodologia empregada na presente pesquisa, 6 horas de jejum prévio ao
teste de tolerancia a glicose via oral, assim como a quantidade de glicose
administrada como sdo consideradas as melhores condicbes para avaliar a
tolerdncia a glicose em ratos (ANDRIKOPOULOS et al, 2008). Andrikopoulos et al
(2008) encontraram que animais alimentados com dieta hiperlipidica (60% de
gordura) por 8 semanas apresentaram maiores niveis de intolerancia a glicose
comparados a animais alimentados com dieta padréo. Resultado esse semelhante
ao nosso, podendo ser justificado tanto pelo momento ao qual o teste é realizado,
fase clara momento esse em que o organismo do modelo animal utilizado esta
preparado para o descanso, portanto ha uma reduzida sensibilidade a insulina.

Chaix et al (2014) ap6s manipulacédo dietética e/ou restricdo alimentar por
semanas induziu um jejum de 16 horas nesses animais para realizagao do teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal. Entre grupos com dieta hiperlipidica (60% de
gordura) a restricao reduziu a intolerancia a glicose bem como melhorou a tolerancia
entre grupos que mantiveram a restricdo. Outro achado no estudo de Chaix et al
(2014) com o desse estudo foi a reducédo da tolerancia a glicose provocada pela
dieta hiperlipidica. Os resultados do teste de tolerancia confirmaram-se a partir dos
resultados obtidos pela area sob a curva.

A dieta ocidentalizada, semelhante a outros estudos que utilizam dieta
elevada em gordura, (DUARTE et al, 2006; NOVELLI et al, 2007; SINITSKAYA et al,
2007; ANGELOCO et al, 2012) propiciou um aumento da gordura visceral que pode
ou néo vir acompanhada de aumento de peso corporal geral.

A composicao corporal de animais que consomem dieta rica em gordura
apresenta-se semelhante mesmo quando expostos a regime alimentar diferentes.
No estudo de Novelli et al (2007) o percentual de gordura corporal estimado atraves

da gordura visceral (gonadal e retroperitoneal), da circunferéncia abdominal e da
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gordura da carcaga do animal foi maior em animais que consumiram dietas
hiperlipidicas.

Quanto ao peso dos o6rgdos, a restricio em dieta comercial revelou um
aumento do peso relativo do figado e estdbmago, entretanto em dieta ocidentalizada
resultado inverso foi encontrado.

Dentre as hipoteses que podem explicar o maior peso do estbmago entre os
animais do grupo GRC, estaria a dilatacdo do 6rgdo devido a maior quantidade
consumida em um curto espaco de tempo, observado em dois momentos do ciclo. O
estbmago € um 6érgao que apresenta elevada complacéncia, e quanto maior for esta
complacéncia, maior a capacidade de acomodar conteado sem elevar a pressao
intragastrica. A complacéncia gastrica é ajustada por alteracbes momento a
momento no ténus do estbmago proximal. Caracterizada como a relacdo entre o
volume e a pressao visceral, a complacéncia do estdbmago proximal esté relacionada
com a saciedade (TACK et al, 2003).

Duarte et al (2006) apds expor animais a uma dieta hiperlipidica poés
desmame e manté-la por 15 semanas nao encontrou alteracdo de peso relativo do
figado comparado a animais alimentados com racdo controle, embora tivessem
menor peso.

Ao realizar o teste de preferéncia alimentar observa-se que a dieta com maior
guantidade de glicidios foi a dieta preferida pelo GRC e a com maior quantidade de
lipidios foi a preferida pelo grupo GRO comparado ao GRC. O GRC demonstra
ainda uma preferéncia a dieta lipidica comparada ao GC. Essas selec6es podem
retratar alteracdes no sistema energético intracelular, expressao de peptideos
cerebrais, osciladores circadianos (KYRKOULI; STRUBBE; SCHEURINK, 2006) e
outros a exemplo do estresse causado pela auséncia de alimento.

A privacao alimentar pode ser considerada um modelo de estresse cronico
variavel. Animais expostos a esse modelo de estresse apresentam menor consumo
de alimento doce comparado a animais nao estressados (GAMARO et al, 2003).
Igualmente, Barnes, Primeaux e Bray (2008) encontraram que animais expostos a
privacdo alimentar preferiam dieta hiperlipidica. Os resultados apresentados por

autores anteriores divergem dos achados deste estudo visto que apenas 0s animais
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restritos submetidos a dieta ocidentalizada exibiram a preferéncia por lipidios
comparados aos restritos com dieta padréo.

Assim como a restricdo alimentar, o consumo de dietas consideradas
palataveis esta associado ao estresse. Em contraste, ha evidéncias na literatura que
individuos submetidos a situacbes de estresse relatam ingerir alimentos
considerados “comfort foods” (chocolate, doces e bolachas) (GIBSON, 2006). A
explicacéo para os achados sdo complexas e envolvem desde o teste de preferéncia
até a alteracao neuroenddcrina.

Portanto, os protocolos de preferéncia variam desde a selecdo de dietas
alteradas em macronutrientes a aqueles realizados por selecdo do macronutriente
por si sO, ou seja, a oferta apenas de gordura, de proteina ou de carboidrato, ou
ainda, a partir do indice de preferéncia alimentar utilizado por Beck, Musse e
Stricker-Kongrad (2002). Esses autores encontraram uma relacdo entre grelina e
preferéncia alimentar, onde animais com reduzidas concentracbes de grelina
preferiram dieta rica em gordura e que esta também estaria inversamente associada
aos niveis glicémicos. Portanto, maiores niveis glicémicos, menor concentracao de
grelina. Nao mensuramos os niveis de grelina neste estudo, mas, podemos observar
maiores valores glicémicos nos grupos deste estudo alimentados com dieta
ocidentalizada.

O estudo da preferéncia alimentar em trabalhos prévios tem enfatizado
também o padrdo de selecdo por periodos do ciclo 24hs. Assim, foi observado que
animais que recebiam injecdo de galanina no ndcleo paraventricular apresentavam
uma preferéncia alimentar diferente entre o inicio e o final da fase escura, com maior
preferéncia por gordura no inicio da fase e por carboidrato no final da mesma fase
(TEMPEL; LEIBOWITZ, 1990; ADAMS et al, 2008). Adams et al (2008) confirmou a
hip6tese que a galanina regula a ingestdo, especificamente de gorduras. Em outro
estudo, foi observado que na fase escura ocorria preferéncia por carboidratos em
detrimento de gordura e, que, a prépria expressao do peptideo pode ser influenciada
pela predominancia do macronutriente na alimentacdo (BECK; MUSSE; STRICKER-
KONGRAD, 2002). Diante desses achados, nosso grupo tem a perspectiva de
realizar medidas relacionadas a quantificacdo dos niveis de neuropeptidios

envolvidos na selecdo e comportamento alimentar.
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Existem alguns trabalhos mostrando os efeitos da manipulacdo nutricional e
farmacolégica na sequéncia comportamental de saciedade. Desenhos
metodoldgicos semelhantes ao desse estudo ndo foram encontrados na literatura
consultada. No entanto, estudos prévios documentam tanto em nivel de
manipulacdo dietética, quanto farmacoldgica, alteracées sobre o comportamento
alimentar animal, geralmente estudadas com base no monitoramento da sequéncia
comportamental de saciedade.

Dentre as principais estratégias experimentais que podem ser adaptadas para
investigar o mecanismo de acdo de agentes anorexigenos, a mais comum é o efeito
do uso de drogas anoréxicas agindo sobre o sistema neuroquimico do cérebro.
Outra estratégia que tem sido amplamente negligenciada em pesquisa com drogas
anoréxicas enfatiza analises precisas e sensiveis do comportamento como uma
ferramenta para elucidar como drogas inibem o consumo de alimento e o caminho
de como drogas podem ajustar os padrdes de alimentacdo (BLUNDELL et al,1980).

As hipoteses iniciais de que a SCS seria influenciada tanto pela inadequada
proporcdo de macronutrientes quanto pela alteracdo da disponibilidade de alimento
ao longo das 24hs, foram apoiadas pelos resultados encontrados. As manipulagdes
realizadas ndo interromperam a sequéncia comportamental de saciedade.
Entretanto, provocaram mudancas no tempo gasto nas atividades de descanso e
alimentacao.

Foi demonstrado que a saciedade foi alcancada tanto na manipulacdo
dietética quanto na alteracdo da disponibilidade de alimento, assim como na
associacao dessas manipulacdes. Esta afirmacdo se comprova ao final da refeicdo
guando os ratos param de se alimentar e se engajam no comportamento de limpeza
e exploracdo por um curto periodo de tempo, e, em seguida, descansam ou dormem
(ANTIN et al, 1975). Sdo essas as caracteristicas especificas da sequéncia
comportamental de saciedade demonstrada pela primeira vez em 1922, que quando
presentes caracterizam o disparo da saciedade em ratos.

A ingestdo prolongada de uma dieta rica em gordura estd associada ao
consumo excessivo e a obesidade, mas 0os mecanismos subjacentes ainda néo
estdo tdo claros (SAVASTANO; COVASA, 2005). A forma caracteristica de um

padrdo alimentar (tamanho das refeicbes, lanches) € determinada pelos efeitos
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coordenados da saciacdo e da saciedade que controlam o tamanho e a frequéncia
dos episddios de comer. Apesar do baixo efeito da gordura na saciacdo, este pode
ser alterado devido a presenca da proteina (BLUNDELL; MACZNARMD,1997). Uma
das possiveis explicacdes para que animais alimentados com dieta ocidentalizada
ad libitum tenham atingido a saciacdo mais rapidamente, e, prolongado mais a
saciedade, seja a proporcéo de proteina na dieta experimental. Além disso, existe a
possibilidade que os mecanismos de saciedade induzidos pela gordura possam ser
alterados em resposta a ingestdo crbnica de gordura, de modo que a sua
sensibilidade ou eficicia seja diminuida (SAVASTANO; COVASA, 2005).

A saciedade, o processo fisioloégico de terminar uma refeicdo, é mediada
predominantemente por sinais de realimentacdo provenientes do trato
gastrointestinal. Os déficits nos sinais de saciedade sao fortemente suspeitos de
acompanhar a obesidade, contribuindo para a sua patogénese tanto em seres
humanos como em ratos. Um desses sinais de saciedade € a colecistoquinina
(CCK), cujos efeitos sobre a ingestdo de alimentos estdo diminuidos em ratos
adaptados a uma dieta rica em gordura (SAVASTANO; COVASA, 2005).

A composicdo da dieta pode levar a alteracbes nos neuropeptidios dos
ndcleos cerebrais que regulam o metabolismo energético. Igualmente, manipulacées
que influenciam o comportamento alimentar também podem afetar o gasto
energético (LEVINE; KOTZ; GOSNELL, 2003).

Kohsaka et al (2007) encontraram que o consumo de dieta hiperlipidica altera
a funcao do “oscilador circadiano” em mamiferos. A exposicdo a uma dieta rica em
gordura durante 4 semanas provocou um ritmo diurno global na alimentacdo e
atenuacao no ritmo noturno deste comportamento. Paralelamente as alteracées no
comportamento alimentar, os animais alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram um ritmo diurno menor de atividade locomotora em comparagao com
0s animais alimentados com dieta controle. Neste mesmo estudo, a investigacdo da
expresséo de “genes osciladores” tanto no tecido adiposo como hepatico, mostrou
alterados padrdes de expresséo.

A dieta também alterou o sistema metabdlico do Sistema Nervoso Central
(SNC), os niveis globais de transcritos que codificam neuropeptidio Agouti (AGRP) e

neuropeptidio Y (NPY) foram reduzidos enquanto que os RNAs que codificam
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hY

peptidio pro-opiomelanocortina (POMC) e transcrito relacionado a cocaina e
anfetamina (CART) foram aumentados. Além disso, foi observada uma reducéo no
ritmo diurno da expressdao do gene Orx em animais alimentados com dieta
hiperlipidica devido a diminuicdo dos niveis de Orx no final do periodo de luz em
antecipacao ao inicio da atividade (KOHSAKA et al, 2007).

Visando detectar as mudancas detalhadas no comportamento alimentar como
ocorre apo0s um periodo de privacdo alimentar, uma técnica observacional
microanalitica tem sido empregada para revelar como os elementos estruturais da
alimentacdo s&o organizados dentro de uma sequencia alimentar completa
(BLUNDELL et al,1980).

Estudos anteriores com consumo ad libitum de uma dieta com alto teor de
gordura indicam que a ingestdo de gordura atenua os efeitos produtores de
saciedade da leptina (LIN et al, 2001), bem como a responsividade as ac¢des dos
peptideos intestinais que normalmente inibem a alimentacdo e retardam o
esvaziamento gastrico (COVASA; GRAHN; RITTER, 2000; SAVASTANO; COVASA,
2005). Apesar desses dados da literatura, 0s grupos que consumiram dieta
ocidentalizada (ad libitum e restrito) o grupo ad libitum demonstrou os melhores
parametros da microestrutura da refeicdo comparado ao controle, a nivel
comportamental.

O controle alimentar € um mecanismo complexo que envolve apetite,
motivacdo e demandas energéticas do organismo. Estes aspectos podem ser
modificados por diferentes fatores como a disponibilidade de alimento e o estresse
(ELY et al, 1997).

Dentre os trabalhos publicados utilizando a SCS néo foi investigado o impacto
da restricdo alimentar/alteracdo da disponibilidade alimentar sobre a sequéncia. Os
resultados do presente trabalho mostram que a restricdo acelerou o disparo da
saciedade em dieta com adequada propor¢cdo de macronutrientes. Porém, quando
se utiliza uma dieta hiperlipidica este disparo da saciedade foi retardado quando
comparado ao seu controle. Esses achados sédo reforcados pelos parametros da
microestrutura da refeicdo, no qual o grupo comercial restrito apresenta menor

duracédo e tamanho da refeicdo comparado ao controle.
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Simples modificagdo do horario da alimentagdo pode afetar horménios
relacionados com a saciedade (ARBLE et al, 2009). Os resultados parecem ser
positivos, pois houve uma aceleracdo da saciedade quando a restricdo esteve
associada a uma dieta adequada em proporcdo de macronutrientes. Porém, quais
hormonios especificamente estejam elevados ou reduzidos nesse regime de
restricdo alimentar ou quando associado a uma dieta inadequada na proporcéo de
macronutrientes, ainda sdo desconhecidos.

Com base nesses resultados, podemos concluir que alteracdo do horario da
alimentacdo e/ou composicao dietética, ou seja, um maior consumo alimentar ao
final fase escura do ciclo (momento em que, fisiologicamente o organismo do rato
esta se preparando para o descanso) associada ou ndo a uma dieta desequilibrada
em macronutrientes, causam alteracfes metabdlicas e no comportamento alimentar.
E, apesar do estudo ndo mensurar a atividade locomotora, os genes envolvidos no
controle do “relégio biolégico” ou os neuropeptidios e hormdnios responsaveis pelo
comportamento alimentar, podem promover alteracdes metabodlicas que podem
contribuir para instalacdo de obesidade e morbidades correlatas como o diabetes e
ser caracteristica de uma alteracdo na fisiologia circadiana. Em adicdo, essas
manipulacbes dietéticas podem gerar uma desorganizacdo na secre¢do hormonal e
expressdo de neuropeptidios envolvidos no controle do comportamento alimentar

exacerbando algumas desordens metabdlicas.
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9 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que alteracdo do horério
da alimentacdo e/ou composicao dietética, ou seja, restricdo seguida de um maior
consumo alimentar ao final fase ativa, (periodo em que, fisiologicamente, o
organismo estd se preparando para descansar associada ou ndo a uma dieta
desequilibrada em macronutrientes) provoca alteracdes no metabolismo e no
comportamento alimentar, gerando um adiantamento ou um atraso na saciedade
com provaveis repercussdes na saude do organismo.

Como limitagcdes do estudo, ndo foi realizada nenhuma investigacdo no
aspecto molecular como a expressao de genes osciladores em tecidos periféricos
relacionados ao metabolismo energético e nem dosagens hormonais ou de
neuropeptidios envolvidos no controle do comportamento alimentar.

Contudo, este é o primeiro estudo a explorar a influéncia no comportamento
alimentar ocasionado pela alteracdo do horario da alimentacdo e/ou composi¢cao
dietética e a relacdo da alimentacdo com os ritmos bioldgicos e disturbios
metabodlicos dentro dessa perspectiva. Por isso, estudos adicionais serao
necessarios para melhor explicar os mecanismos subjacentes aos resultados

encontrados no trabalho.
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