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Resumo

Introdugdao. Uma adequada alimentagdo ao longo da vida é um dos fatores mais
relevantes para o alcance de um bom estado de saude. A primeira refeicdo do dia,
apos um periodo de jejum, é considerada importante para o aporte nutricional,
energético e, por conseguinte, do desempenho cognitivo. Em nivel mundial, estudos
apontam que ocorre grande omissao do café da manhéa principalmente por criangas e
adolescentes do sexo feminino. Essa supressao tem sido recentemente associada as
inadequagdes nutricionais e risco de desenvolvimento de excesso de gordura corporal
e mudangas metabdlicas. Objetivo. Avaliar o consumo alimentar e o estado nutricional
de ratas segundo a ingestdo ou ndo da refeicdo nas primeiras 4h da fase escura do
ciclo de 24 horas quando alimentadas subsequentemente com dieta comercial ou
dieta ocidentalizada. Métodos. Foram utilizadas ratas Wistar com 45 dias de vida (+
1) e com peso médio de 125¢g (+ 14g) que foram acompanhadas até 170 dias (+ 2) de
vida. A partir da manipulagao nutricional foram formados 3 grupos: grupo Controle com
dieta comercial (GC, n=8-10), grupo com restricdo de alimento por 4 horas seguido de
dieta comercial (GRC, n=8-10) e grupo com restricao de alimento por 4 horas seguido
de dieta ocidentalizada (GRO, n=8-10). Medidas de peso corporal, dosagens
bioquimicas, consumo alimentar, curva glicémica na fase escura, teste de tolerancia
a glicose, peso de gordura abdominal, de 6rgaos e histologia hepatica, foram
realizados nos grupos Resultados. A alteracdo da disponibilidade de alimento nas
primeiras 4 horas da fase escura do ciclo n&o alterou o peso corporal das fémeas e a
tolerancia a glicose no grupo GRO. No entanto, a auséncia de alimento por 4 horas
causou aumento da gordura abdominal de ambos os grupos restritos em mais de 50%
comparado ao grupo GC. O consumo de alimentos no grupo GRO mostrou redugéo
de 25% a partir da 32 semana, chegando aproximadamente acima de 50% na 172
semana de acompanhamento. Apesar da redugao na ingestao alimentar e energética
o grupo GRO demonstrou alteragdes glicEmicas, lipémicas e infiltracdo gordurosa no
figado. Conclusao. Os resultados mostraram que a omissao de alimento durante as
primeiras 4 horas do dia de ratas adolescentes pode causar disturbios metabdlicos
dependentes e independentes da dieta apds restricdo. Contudo, ambos os grupos,
mostraram acentuado incremento de gordura na regido abdominal o que pode induzir
a disturbios metabdlicos e predisposicao ao desenvolvimento de doencas crénicas.

Palavras-chave: Ingestao alimentar. Restricdo. Ciclo circadiano. Ratas.



Abstract

Introduction. Appropriate alimentation in a long life span is one of the most relevant
factors to the achievement of good health conditions. The first meal of the day, after a
fasting period, is considered important to the nutritional and energetic intake,
consequently, to the cognitive performance. In a global level, researches indicate the
occurrence of a great omission of the breakfast mainly in children and female
adolescents. This suppression has been recently associated to nutritional insufficiency,
a risk to develop excess of body fat and metabolic changes. Objective. This research
aimed to evaluate the food intake and nutritional status of female rats according to the
ingestion or non-ingestion during the first 4 hours of the dark -phase in a 24-hour cycle
when fed subsequently with standard diet or westernized diet. Methods. Female rats
Wistar were used, aging 45 days old (+ 1) with an average weight of 125g (+ 14Q),
which had been monitored until 170 days old (x 2). With the nutritional manipulation
beginning, three groups were formed: control group with standard diet (CG, n = 8-10),
a group with 4-hour food restriction following a standard diet (RCG, n = 8-10), and a
group with 4-hour restriction following a westernized diet (RWG, n = 8-10).
Measurements of body weight, biochemical characteristics, food intake, blood glucose
and food intake during the dark-phase, glucose tolerance test, abdominal adipose
tissue weight and other organs, and hepatic histology were realized. Results. The
alteration of availability of food during the first 4 hours of the dark phase did not modify
the body weight and the glucose tolerance test of the female rats in the RWG. However,
the absence of food in a 4-hour period led to the increase of abdominal fat in both
restriction groups in more than 50% comparing to the CG. The food intake in the RWG
evidenced a 25% decrease from the third week, reaching slightly above 50% on the
seventeenth week. Despite the food and energetic intake reduction, the RWG
evidenced glycemic and lipid alterations, and fat infiltration in the liver. Conclusion.
Results demonstrated that the restriction of food during the first 4 hours of the day in
female adolescent rats can lead to metabolic disorders depending or independently of
the diet after the restriction. Notwithstanding, both groups evidenced a marked
increase of abdominal adipose tissue, which may induce to metabolic disorders and
development of chronic disorders predisposition.

Key words: Food intake. Restriction. Circadian rhythm. Female rats.
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1 APRESENTAGAO

Uma adequada alimentag&o ao longo da vida é um dos fatores mais relevantes
para o alcance da saude. O estilo de vida atual nos leva a negligenciar algumas
refeicdes, entre estas o café da manha. Diversos estudos ao redor do mundo mostram
que o café da manha é omitido por varias pessoas incluindo criangas e adolescentes
(LEIDY HJ e HACKI EM, 2010). Este comportamento leva a reduzida ingestéo de
nutrientes preconizados pelas recomendagdes dietéticas, assim como um inadequado
consumo de energia na dieta (NICKLAS TA et al., 2000; DWYERT, 2001; PEREIRA
MA et al, 2011), ou ainda, a busca por alimentacédo inadequada de alta densidade
energética (DUBOIS et al., 2007).

A ingestao alimentar em humanos possui um ritmo enddégeno ou bioldgico ao
longo de 24 horas intercalados por periodos de fome e saciedade registrados no inicio
da manha e final do dia (FRANK SCHEER et al., 2013) que podem ser modulados por
fatores extrinsecos ou ambientais (FONKEN et. al., 2010), e parece ter influéncia do
sexo sobre a preferéncia de macronutrientes (DE CASTRO JM, 1987). Em animais o
ritmo alimentar mostra oscilagdo semelhante aos observados em humanos com picos
na primeira refeicdo e na ultima refeicdo do periodo escuro (NASCIMENTO et al.,
2013).

O funcionamento enddgeno esta associado a ritmos biolégicos, que sao
definidos como alteragcbes ao longo de um periodo temporal. Dentre os ritmos
bioldgicos do organismo, os mais comuns sao os ritmos circadianos, definidos como
aqueles que se repetem com periodicidade ao redor de 24 horas (BELISIO et al, 2012).
Para que ocorra a ritmicidade circadiana (circa = préximo e diano = dia) endégena em
um ser vivo, é necessario que alguma estrutura opere como um marca-passo.
Estruturas consideradas “marca-passos” podem ser definidas como osciladores
primarios, que exibem um padrdo de movimento temporal geneticamente
determinado, autossustentado e enddégeno, mesmo na auséncia de pistas temporais
externas (MARKUS RP et al., 2003).

A investigagao da frequéncia de refeicdes com o processo de saude e doencga
ainda é um tema controverso e pouco esclarecido. O desjejum ou café da manha é

conhecido como uma das principais refeicdes do dia por ter a finalidade de repor os
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estoques de glicogénio hepatico apés uma noite de jejum e contribuir para o aporte
energético e nutricional recomendado (BETTS et al., 2014). Novas perspectivas e
questionamentos tém surgido no que tange a sua associacdo com disturbios
metabdlicos que culminam com o excesso de gordura corporal (RODRIGUES PRM et
al., 2012; RODRIGUES et al., 2016). Um estudo com escolares, de ambos 0s sexos,
de 10 a 18 anos, observou elevado risco de sindrome metabdlica nos grupos que
ingeriam raramente café da manha comparados aos que o ingeriam regularmente
(GITASHAFIEE et al., 2013). No Canada, estudo com criangas pré-escolares mostrou
que 10% das criangas nao consumia o café da manha todos os dias da semana. Este
comportamento foi associado a uma menor qualidade energética e nutricional seguida
de maior ingestao de lanches mais caloricos e ricos em carboidrato durante a tarde e
a noite (DUBOIS et al., 2007). No Brasil, estudos mostraram uma positiva associagéo
entre habito de ndo realizar o desjejum e o risco de obesidade em meninos
(RODRIGUES PRM et al., 2012; DOS SANTOS CORREA et al., 2016). Em conjunto,
achados da literatura tém apontado que omitir o café da manha parece influenciar o
risco de ganho de peso e obesidade (DE CASTRO JM, 2007; DOS SANTOS CORREA
et al., 2016).

A partir da exposicéo de fatores supracitados, o estudo investigou em ratas, se
a omissao da ingestao de alimento nas primeiras 4 horas do periodo noturno ou de
maior atividade do animal, influencia na mudanga de peso e gordura corporal, bem
como, de alteragbes metabdlicas. Acresga-se a esta investigagcao se essa alteragéo é
modulada pela composi¢cao da dieta. Ou seja, se a composi¢cao da dieta a seguir a
refeicdo suprimida tem alguma influéncia sobre os parametros analisados. O estudo
aponta para o carater exploratério e inovador de um tema pouco esclarecido que pode
mostrar um novo olhar sobre o risco de desenvolvimento de doencgas crénicas a partir

de um estudo experimental em ratas.

A proposta de desenvolver este estudo em ratas adolescentes advém do fato
de estudos epidemioldgicos apontarem que o sexo feminino é mais vulneravel a
omissao da primeira refeicao do dia (RAMPERSAUD et al., 2005 e MARCHIONI DML
et al., 2015).

Apds término da dissertacdo, sera elaborado um artigo original cujo titulo

provisorio proposto é: Privagao de alimento durante as primeiras 4 horas da fase
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escura de ratas adolescentes: consequéncias sobre o peso, gordura visceral e

metabolismo.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1RITMO DA ALIMENTACAO E DISTURBIOS METABOLICOS

A busca pelo alimento € inata ao ser vivo e fundamental a sobrevivéncia. Em
humanos e em animais, ja foi observado que existe um ritmo enddégeno de fome e
saciedade. Segundo Scheer et al. (2013) existem dois picos de fome, o primeiro € no
inicio da manha (desjejum, por volta das 8:00 horas) e o ultimo no inicio da noite
(jantar, por volta das 20:00 horas). Existe uma relagao direta entre a regulacdo do
sistema circadiano e a alimentagdo. O ritmo da fome fisiolégica em humanos foi
previamente publicado e mostra claramente um ritmo em torno de 24 horas (CASTRO,
1986; SCHEER et al., 2013).

Estabelecido décadas atras, roedores possuem um elevado consumo de
alimentos no inicio e no final da fase escura (KERSTEN A, STRUBBE JH, SPITERI
NJ, 1980). Este ritmo alimentar no entanto parece demonstrar um padrao diferenciado
em fémeas influenciado pelo ciclo estral (HAAR, 1972).

O ritmo biolégico de diversos parametros fisiologicos, a exemplo da
alimentacao, € estudado pela cronobiologia. Cronobiologia € a ciéncia que estuda as
caracteristicas temporais da matéria viva, em todos os seus niveis de organizagao e
inclui o estudo dos ritmos biolégicos (HALBERG F, 1969). Os organismos vivos, como
plantas, animais e seres humanos, sado influenciados por estimulos externos, muitos
dos quais demonstram padrdes ciclicos. Padrdes diarios de luz e temperatura, por
exemplo, sdo previsiveis, e 0s animais apresentam a capacidade de anteceder essas
ocorréncias ambientais ciclicas por alteragdes regulares e esperadas. Tais padroes
ciclicos sdo denominados de ritmos biolégicos (LEMMER B, 2009).

Os ritmos biolégicos sao classificados em circadianos (oscilagdes em ciclos em
torno de 24h), ultradianos (oscilagdbes em ciclos inferiores a 20h) e infradianos
(oscilagdes em periodos superiores a 28h) (OLIVEIRA C et al., 2013). O ritmo
circadiano (do Latim “circa diem”, que significa “cerca de um dia”) (OLIVEIRA C et al.,
2013), é definido pela ocorréncia num periodo de 24 horas como, por exemplo, o ciclo
sono-vigilia, temperatura corporal, atividade e ingestao alimentar (O'REARDON JP et
al., 2004) e esta associado ao ciclo claro-escuro. E um mecanismo intracelular

molecular existente em diversos organismos incluindo o humano, que sincroniza o
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ritmo bioldgico ao ambiente, permitindo uma preparagédo desse organismo de acordo
com estimulos ambientais com o objetivo de manter a homeostase (BRAY et al.,
2013).

Na natureza, os animais vivem ajustados a mudangas ambientais periddicas e
tal ajuste & denominado sincronizagdo. Alguns fatores externos servem como
“‘indicadores ou doadores de tempo”, como € o caso do sol e sdo denominados de
zeitgeber ou sincronizadores (MARKUS RP et al., 2003, YOUNG ME, BRAY MS,
2007). A sincronizagao dos ritmos bioldgicos é realizada pelo nucleo supraquiasmatico
(NSQ), que fica localizado no hipotalamo, uma das estruturas mais importantes do
Sistema Nervoso Central (SNC), responsavel pela coordenagdo dos ritmos
circadianos, temperatura corporal e fome (O'REARDON JP et al.,, 2004). Dessa
maneira, o NSQ é chamado de “relégios bioldgicos”, ou osciladores biolégicos pois

permitem a sincronizagdo do ambiente com o metabolismo corporal.

O NSQ é considerado um sistema sincronizado pela luz, cujas alteragdes de
periodos claros ou escuros podem arrastar ou modificar os osciladores endégenos
que trabalham em livre curso. Assim, dizemos que a luz pode arrastar ou sincronizar
um oscilador interno (LEO - light entrainable oscillator). O NSQ recebe luz da retina e
a transmite para um grupo seletivo de regides encefalicas (CAVALCANTE, 2008). No
entanto, as proje¢cdbes do NSQ ndo conseguem explicar todas as alteragbes
fisiolégicas e/ou comportamentais em reposta ao ciclo luz/escuriddo e outras variaveis

podem influenciar esta resposta (BELISIO et al., 2012).

Dentre esses fatores pode-se citar a alimentacdo como um potente
sincronizador de osciladores periféricos, ou seja, todos que estejam localizados fora
do NSQ. Dentre os tecidos e 6rgaos periféricos mais estudados estdo o sangue, o
tecido adiposo, o pancreas e o figado. Esta modulagdo da atividade de células do
oscilador pela alimentagdo e, por conseguinte da expressdo génica é chamado de
oscilador sincronizado ou arrastado pelo alimento (do inglés, Food-entrainable
oscillator ou FEO) (DIAZ-MUNOZ et al., 2010). Horarios de alimentacédo ou
composicao alimentar sao fatores estudados como modificadores da expressao de

genes relacionados ao metabolismo energético (SCHEER et al., 2013).

Em condigdes ambientais usuais, os osciladores biolégicos sdo reiniciados

diariamente pelo ciclo claro-escuro, isto é, através da influéncia da luz, que é
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considerada o principal zeitgeber (Zt) (SCHULZ P e STEIMER T, 2009). 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 ratos, no entanto, o inicio da fase
de claro esta relacionado com o inicio de sua fase de repouso. Para fins de
compreensao do temporizador externo € convengao da cronobiologia denominar Zt0

como inicio do ciclo claro.

Disturbios provocados pelas alteragdes nos horarios de sono/vigilia influenciam
o apetite, a saciedade e, consequentemente, a ingestao alimentar. A ingestdo habitual
normalmente demonstra uma discrepancia entre o ritmo enddégeno e os horarios de
ingestao alimentar. Foi observado que as maiores ingestdes energéticas ocorrem no
meio do dia (por volta de 12h) e no inicio da noite (por volta de 20h) (SCHEER et al.,
2013).

Assim, frequéncia e/ou a omissdo de refeicbes ao longo do dia tém sido
investigado em humanos colocando em teste a importancia desses sobre o0 processo
de desenvolvimento de alteragdes no metabolismo a partir da influéncia na modulacao
da expressao de genes osciladores relacionados ao metabolismo energético
(SCHEER et al., 2013). Em roedores, o ritmo da alimentagdo compreende pequenas
refeicbes espagadas por longos intervalos durante a fase clara (baixa atividade) e
grandes refeigdes com curtos intervalos durante a fase escura (elevada atividade)
(LEMAGNEN J; DEVOS M, 1984). Estas evidéncias podem nos permitir fazer uma
analogia entre possiveis consequéncias em humanos relativas a omissédo de horarios

de refeicbes em roedores, como o rato.

A primeira refeicdo apds uma noite em jejum, o café da manha ou desjejum, é
uma das principais refeicdes do dia (RAMPERSAU GC, 2005), e normalmente é
realizada antes das 10 horas. Segundo a recomendacao brasileira, esta refeigao deve
garantir em média 25% do total energético consumido durante o dia (PHILIPPI ST,
2008). Estudos relacionam o seu consumo habitual com baixo risco de sobrepeso e
obesidade (NICKLAS TA et al., 2004; RAMPERSAUD GC, et al., 2005; SONG W, et
al., 2005; BRAY et al., 2013), uma vez que este promove aumento da saciedade e,
consequentemente, diminui¢cdo do total de energia ingerida ao longo do dia por reduzir
a ingestado de lanches com maior teor de gordura e agucar (UTTER J et al., 2007),

preferidos por criangas e adolescentes.
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No entanto, a omissado do café da manha vem crescendo ao longo do tempo,
sendo mais frequente entre os jovens e entre as mulheres (MARCHIONI DML et al.,
2015). A auséncia de realizagao do café da manha por adolescentes do sexo feminino
tem sido apontada em estudos anteriores (RAMPERSAUD et al.,2005; SWEENEY
NM, HORISHITA N, 2005). Essa diferenga entre géneros pode ser atribuida a imagem
corporal e insatisfagdo com o peso corporal, que atinge principalmente as mulheres.
Além disso, jovens que se consideram acima do peso ideal tendem a omitir mais o
café da manha (RAMPERSAUD et al., 2005). Estudos transversais e de observacéo
em jovens examinaram a relagéo entre a obesidade e a omissdo de café da manha e
encontraram uma relacao inversa entre a frequéncia de café da manha e o indice de
massa corporal (ou seja, quanto menor o numero de ocasides alimentares de café da

manha, maior o aumento no indice de massa corporal) (RAMPERSAU GC, 2005).

Estudos prévios em humanos demonstraram associacdo entre omissao da
primeira refeicdo do dia com a ingestdo de alimentos mais caldricos como
refrigerantes, alimentos ricos em gordura saturada e alto teor de agucares e comer de
forma descontrolada ao longo do dia, sobretudo a noite (LEIDY HJ e HACKI EM,
2010). Esta preferéncia por alimentos nutricionalmente inadequados mostra-se
associado a consequéncias adversas tais como reduzida ingestdo de varios
nutrientes, incluindo as vitaminas A, C, E, B6 e B12; ferro, calcio, magnésio, fésforo,
potassio e fibra dietética, quando comparados aqueles que ingerem o café da manha
(NICKLAS TA et al., 2000), acompanhado de dificil capacidade de recompensar essa

deficiéncia ao longo do dia.

Apesar da omissao do café da manha ser reconhecida como fator de risco para
o desenvolvimento de doengas crénicas ndo transmissiveis, existe controversa entre
a omissao deste e 0 aumento de peso corporal. De acordo com o estudo realizado por
Marchioni DML et al. (2015), n&o foi encontrada associagao entre omissao de café da
manha e maiores valores para Indice de Massa Corporal (IMC). Varios estudos
revelam a associagdo entre a omissdo do café da manhd e habitos de vida e
alimentares nao saudaveis. Assim, a relagao entre café da manha e IMC pode variar
de acordo com a metodologia utilizada em cada trabalho, ou ainda por ser o IMC um

indice n&o especifico para avaliacdo da composicéo corporal.
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A partir dos estudos epidemioldgicos e experimentais que demonstram
respectivamente a relagdo entre omissao do café da manha e a privagao/restricao de
alimento com o risco de desenvolver desordens metabdlicas, aumento de gordura
corporal e instalacdo de doengas crdnica, considera-se neste estudo que este pode
ser um fator adicional para o desenvolvimento de repercussbes adversas a saude dos

investigados, como a ocorréncia de obesidade.

2.2 GANHO DE PESO E OBESIDADE

A obesidade € uma doencga crbénica de etiologia multifatorial (JACQUES;
TIYO, 2012), caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal, que néo é
apenas uma reserva de energia, mas também um érgao endocrino (AHIMA RS, FLIER
JS, 2000; WELLEN KE, HOTAMISLIGIL GS, 2003; KALSBEEK A, FLEUR SL, FLIERS
E, 2014). Além disso, possibilita prejuizos a saude dos individuos e esta entre os
principais problemas de saude publica do mundo, atingindo todas as faixas etarias da
populacao (WHO, 2000, NISSEN et al., 2012). Dieta hipercaldrica, estilo de vida
sedentario, farmacos, transtorno alimentar, entre outros, sdo apontados como causas
responsaveis pelo excesso de peso (JACQUES; TIYO, 2012).

No Brasil, o processo de transi¢cao nutricional propiciou significativa redugao da
prevaléncia de desnutricdo e aumento do sobrepeso e obesidade que se estende aos
dias atuais (BATISTA FILHO M, RISSIN A, 2003, SCHIMIDT et al., 2011). O excesso
de peso € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento das doencas
cronicas ndo transmissiveis (DCNT), dentre elas as doengas cardiovasculares (OPAS,
2003; WHO, 2010).

Medidas de dimensao e composi¢cao corporal correspondem a apenas um dos
mecanismos pelos quais se pode avaliar o estado nutricional. Outros como a ingestao
de alimentos e dados bioquimicos atuam como complementares deste estado.

O excesso de peso é diagnosticado quando o IMC alcanga valor igual ou
superior a 25 kg/m?, enquanto que a obesidade é diagnosticada com valores de IMC
superiores a 30 kg/m2 Em ratos, ndo existe pontos de corte ou classificagdo de
excesso de peso e obesidade bem definidos. Contudo, algumas referéncias prévias
apontam algumas maneiras de se diagnosticar o excesso de peso corporal.

Os parametros mais utilizados para acompanhamento das mudancas de
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composig¢ao corporal corresponde ao acompanhamento da massa corporal (FERRAZ
et al., 2016) e medidas murinométricas como circunferéncias (toracica e abdominal),
indice de Lee e indice de massa corporal (NOVELLI et al., 2007). Medidas mais
sofisticadas também incluem o diagndstico da composigéo corporal em ratos como o
uso de ressonancia magnética (NIXON et al., 2010). Apos a eutanasia, medidas como
quantificacdo da gordura corporal total, da gordura abdominal, marcadores
bioquimicos e outros podem servir como complemento do diagnéstico de obesidade
(NOVELLI et al., 2007).

A obesidade é a condi¢do mais grave do excesso de peso, sendo caracterizada
como uma das patologias que constitui o grupo de doencas e agravos nao
transmissiveis (WHO, 2000). Manifestou-se como uma epidemia em paises
desenvolvidos durante as ultimas décadas do século XX. No entanto, atualmente,
atinge todos os niveis socioeconémicos e vem aumentando sua incidéncia também
nos paises em desenvolvimento. E uma doenca de elevada prevaléncia no mundo
inteiro, e é responsavel por repercussdes organicas e psicossociais, desde a infancia
até a vida adulta (BERNARDI, 2005).

Segundo os resultados mais recentes da Vigilancia de Fatores de Risco e
Protegéao para Doengas Crénicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), nas 27 cidades
estudadas e no Distrito Federal, a frequéncia de excesso de peso foi de 53,9%, sendo
maior entre os homens (57,6%) do que entre as mulheres (50,8%). No que se refere
a obesidade, a frequéncia de adultos obesos foi de 18,9%. Em ambos os sexos, a
frequéncia da obesidade mais que duplicou da faixa de 18 a 24 anos para a faixa de
25 a 34 anos de idade (VIGITEL, 2015).

A obesidade é um fendmeno que afeta individuos de todas as classes sociais
(NG M, FLEMING T, ROBINSON M et al., 2014) e é resultante da agdo de fatores
ambientais (habitos alimentares, atividade fisica e condi¢gbes psicolégicas) sobre
individuos geneticamente predispostos a apresentar excesso de tecido adiposo
(BERNARDI, 2005). A grande preocupagao com o incremento da obesidade advém
do agravo da condigdo de saude dos individuos que compromete a capacidade de
trabalho e o desenvolvimento do pais causando elevado énus aos servigos publicos
de saude e sua intima associagao com a incidéncia de doengas cardiovasculares,
hiperlipidemia, hipertensao arterial sistémica, diabetes, alguns tipos de cancer, entre
outras (BRASIL, 2011).

A génese da obesidade é complexa, porém existem alguns momentos do ciclo
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da vida em que a hiperplasia e/ou hipertrofia de células adiposas encontram-se mais
ativas. A adolescéncia, por exemplo, € um periodo de risco para o ganho excessivo
de massa corporal, caracterizada por mudangas na composi¢cao corporal, diminuicao
da sensibilidade a insulina, comportamentos sedentarios e habitos alimentares
inadequados (ALBERGA et al., 2012). Além disso, € uma fase de construgdo da
personalidade, onde os habitos sdo estabelecidos por toda a vida sendo muito
importante para as intervengdes na area de saude e da nutricdo, para evitar habitos
que levem ao ganho excessivo de peso e a doengas crdnicas nao-transmissiveis
(TODD et al., 2015).

De acordo com Duarte (1993) o pico de velocidade de ganho de peso nas
meninas geralmente ocorre proximo a primeira menstruagao (menarca), no momento
de diminuicdo da velocidade de crescimento, e apos isso 0 ganho de peso esta
associado com a atuagédo do estrogeno e da progesterona, que contribuem com o
aumento dos adipdcitos, e no sexo masculino o ganho ponderal acontece
concomitante ao pico de velocidade de crescimento. Nos meninos € observado um
maior ganho de massa magra (PIETROBELLI; BONER; TATO, 2005). Enquanto que
nas meninas as alteragdes na composi¢ao corporal, incluem tanto o ganho de gordura
como a distribuicdo, havendo uma maior deposi¢ao na regido dos quadris. Em ratos,
0 ganho de massa corporal também ocorre de forma diferenciada sendo mais precoce

€ mais rapida nos machos do que nas fémeas.

2.3 DIETA OCIDENTALIZADA: REPERCURSOES NA SAUDE

A Revolugao Industrial e a Idade Moderna, marcaram o inicio do estilo de vida
ocidental que foram destacadas por mudancas rapidas e radicais na dieta e no estilo
de vida, juntamente com a melhoria da saude publica (CARRERA-BASTOS et al.,
2011). A Revolucéo Agricola comegou ha aproximadamente 11 mil anos no Oriente
Médio, depois se espalhou para outras regides do mundo e alterou drasticamente a
dieta e o estilo de vida que moldou o genoma humano. Algumas das mudangas
dietéticas mais significativas foram o uso de gréos e de cereais como alimentos
basicos, a introducdo de leite ndo humano, carnes, legumes e outros alimentos
vegetais cultivados e, posteriormente, uso generalizado de sacarose e bebidas
alcodlicas (CORDAIN L, EATON SB, SEBASTIAN A et al., 2005).
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No entanto, foi a Revolugcédo Industrial, com o uso generalizado de o6leos
vegetais, cereais e agucares refinados, e a era moderna (com o inicio da industria de
"junk food", inatividade fisica, introdugcédo de varios poluentes, redugcdo do tempo e
qualidade de sono) que provocou as mudangas inadequadas, que podem ser graves
consequéncias fisiopatoldgicas. Por exemplo, o estresse psicologico crénico, poluigao
ambiental e tabagismo estao associados a inflamagao cronica de baixo grau, a qual é
uma das principais causas de resisténcia a insulina (CARRERA-BASTOS et al., 2011).

Habitos da cultura ocidental, como alimentagdo inadequada e sedentarismo
(WHO, 1998; MARTINEZ JA, 2000), atingem paises em desenvolvimento como o
Brasil, onde a denominada transi¢ao nos padrdes nutricionais (ocidentalizagao destes
padrdes), é claramente identificada em conjunto com o declinio da desnutricdo e o
aumento da obesidade (FRANCISCHI RP, PEREIRA LO, LANCHA JR AH, 2001).

Tendo em vista o atual cenario mundial, nota-se com facilidade que a
alimentacgéao € praticamente a mesma na maioria dos paises ocidentais, com algumas
diferencas em relagao as caracteristicas regionais que influenciam nas escolhas e na
maneira de se alimentar. Esta globalizagcdo abrange o consumo de alimentos mais
industrializados, ultraprocessados, semi-processados ou pré-cozidos, e tem
substituido, em proporg¢des relevantes na alimentagéo atual, o consumo de alimentos
classificados como in natura (DIEZ GARCIA RW, 2003). Além da maior ingestao
desses alimentos industrializados, essa dieta se caracteriza pela maior quantidade de
alimentos ricos em carboidratos simples, gorduras saturadas, proteinas de origem
animal e de soédio (MENDONCA CP, ANJOS LA, 2004; SHAFAT A, MURRAY B,
RUMSEY D, 2009).

Os grupos de alimentos mais consumidos pelos brasileiros, com maiores
médias de consumo de energia (como biscoitos recheados, salgadinhos
industrializados, pizzas e refrigerantes) também estdo relacionados a dietas com
elevado consumo de gorduras saturadas, acucar e sal, bem como de ingestédo
insuficiente de fibras (BRASIL, 20112).

De padrdao semelhante a dieta ocidentalizada encontra-se a dieta conhecida
como dieta de cafeteria ou junk food. Em estudos experimentais com ratos, esta se
caracteriza pela diversificada oferta de diversos alimentos considerados palataveis
como biscoitos, chocolates, queijos, manteiga, caramelo, batata chips, etc (BAYOL et
al., 2005; SHAFAT A, MURRAY B e RUMSEY D, 2009) que tentam mimetizar habitos
alimentares de populagdes ocidentais (SHAFAT A, MURRAY B e RUMSEY D, 2009).
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Alguns estudos tém demonstrado que ratos alimentados com dieta de cafeteria
tornam-se obesos, pois a maioria dos itens escolhidos pelos pesquisadores possui
elevado teor de gordura e acgucar, e tem alta densidade energética (SHAFAT A,
MURRAY B e RUMSEY D, 2009). No entanto, algumas criticas a este modelo tem
sido a falta de controle de nutrientes e quilocalorias ingeridos e da inadequacédo da
ingestao de proteinas (CARVALHO MF et al., 2013).

No nosso experimento, utilizamos a dieta ocidentalizada que foi elaborada no
Departamento de Nutricdo da UFPE, produzida nas versdes das fases de crescimento
e de manutencgao. A composicao dessa dieta experimental foi baseada na Pesquisa
de Orcamento Familiar (POF 2002/2003) (CARVALHO MF et al., 2013) e no estudo
de FERRO CAVALCANTE et al., (2013). De acordo com a POF (2002/2003), as
ingestdes de gorduras totais e saturadas, acucares simples e proteinas sao mais
elevadas do que as encontradas nos ultimos levantamentos realizados na década de
1970. Entretanto, a POF mais recente (2008/2009) descobriu que a ingestdo de
proteinas nao aumentou, mas a ingestao total de gordura aumentou ligeiramente
(CARVALHO MF et al., 2013).

As principais caracteristicas da dieta POF s&o o alto teor de gordura, trés vezes
maior do que o de uma dieta comercial para roedores e adequado teor de proteina,
para roedores em crescimento ou manutengao. Sua composicdo de macronutrientes
€ semelhante aquelas da maioria das dietas de cafeteria discutidas na literatura
(CARVALHO MF et al., 2013). Em longo prazo, a dieta ocidentalizada tem se mostrado
eficaz em induzir o desenvolvimento de obesidade, resisténcia a insulina e esteatose
hepatica em ratos adultos e em seres humanos (CAVALCANTE et al., 2014;
ETXEBERRIA et al., 2015).
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3 HIPOTESES

e A auséncia de alimento durante as primeiras 4 horas da fase escura durante 5
dias por semana favorecera alteracbes no metabolismo lipidico e infiltragdes

gordurosas no figado;

e E aumentara a ingestao de alimento e a adiposidade abdominal em ratas que

receberem dieta ocidentalizada a seguir as horas de privagao.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

e Estudar os aspectos metabdlicos de ratas segundo a ingestdo ou auséncia de

alimento nas primeiras 4 horas da fase escura do ciclo de 24 horas quando

alimentadas subsequentemente com dieta comercial ou dieta ocidentalizada.

4.2 ESPECIFICOS

Determinar:

O Consumo alimentar e a evolugcao ponderal semanal a partir de 45 dias de
vida até o término do experimento;

A quantidade de alimento ingerido na fase escura e claro do ciclo durante 5
dias.

Parametros bioquimicos relacionados ao metabolismo hepatico, glicémico
e lipidico nos animais ao final do experimento.

Peso dos érgédos umidos: tecido adiposo, figado e estdmago, ao final do
periodo experimental,

Teste de tolerancia a glicose, aos 120 dias de vida;

O conteudo de adiposidade no figado, ao final do periodo experimental.
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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 submetidos & andlise e aprovagdo pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFPE com o n° do Protocolo: 23076.017868/2016-36 (ANEXO).

5.1ANIMAIS

Foram utilizadas ratas (n= 30), da linhagem Wistar, nascidas de matrizes da
colénia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco,
mantidas em numero de 2 animais por gaiola. No decorrer do experimento houve a
perda de 2 animais (morte natural), uma rata do GC, e outra do GRO. As fémeas foram
mantidas em condigbes ambientais padrao de biotério com temperatura (22 + 2°C),
umidade (entre 45% e 55%) e luminosidade controladas, num ciclo de luz (20:00 as
8:00h) e escuriddo (8:00 as 20:00h) constante. O intuito de trabalhar com ciclo
invertido & causar menos interferéncia no repouso dos animais, que ocorre na fase
clara do ciclo, assim como, ter mais facilidade de aplicar o protocolo experimental
pretendido. A escolha por fémeas foi para mimetizar a ocorréncia em humanos que
inclui a influéncia hormonal propria da idade em questao (adolescéncia) e o fato de
que segundo a literatura, o sexo feminino é o que mais frequentemente omite a

primeira refeicdo do dia.

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram compostos trés (3) grupos de estudo segundo o protocolo de alteragao
da disponibilidade da dieta e a alimentagao ofertada apds o periodo de omissao da
refeicdo. O grupo controle (GC) recebeu dieta comercial para roedores (Presence®)
durante todo o experimento. Os demais grupos tiveram a alimentacéo retirada no
inicio da fase escura do ciclo, ou seja, de 8:00h as 12:00h. Apds esse horario, ofertou-
se dieta padrao (GRC) ou ocidentalizada (GRO) de forma ad libitum até as 8 horas do
dia seguinte. As fémeas foram mantidas em dupla, e quando houve a morte natural

de alguma delas, a que sobreviveu ficou na gaiola de forma individual. Este



30

procedimento repetiu-se até o final do periodo experimental de 22 a 62 feira. Aos

sabados e domingos, a alimentagao era ofertada livremente a todos os grupos. Este

desenho foi optado pela pesquisadora por ficar mais proximo da condicado humana.
O delineamento dos grupos e esquema dietético de 22 a 62 esta exposto no

quadro 1.

Quadro 1 — Desenho dos grupos experimentais.
GRUPOS 8:00H as 12:00H 12:00H as 8:00H
CONTROLE-GC Dieta comercial ad libitum Dieta comercial ad libitum

SEM DIETA Sem dieta Dieta comercial ad libitum
COMERCIAL-GRC

SEM DIETA
OCIDENTALIZADA- Sem dieta Dieta ocidentalizada ad libitum
GRO

5.3 DIETAS

As dietas utilizadas no experimento foram a dieta comercial para roedores
(figura 1) e a dieta ocidentalizada (figura 2), cuja contribuigdo energética de cada

nutriente para o valor energético total, encontra-se explicitada no quadro 2.

Figura 1 — llustragdo da dieta comercial, Fonte: A autora.
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Figura 2 — llustracéo da dieta ocidentalizada, Fonte: A autora.

Quadro 2 — Composi¢ao de macronutrientes segundo o Valor Energético Total (VET)

das dietas comercial e ocidentalizada, baseadas na AIN-93G para roedores.

DIETAS* PROTEINA CARBOIDRATO LIPIDIO VET
(% Kcal VET) (% Kcal VET) (% Kcal VET) (Kcal/g)
Comercial 23,0 63,0 11,0 3,6

Ocidentalizada
(Crescimento) 19,0 440 37,0 41

Ocidentalizada
(Manutencéo) 15,0 50,0 35,0 4,0

*Os calculos da composigédo centesimal foram baseados nas informagdes nutricionais enviadas pela

empresa fornecedora dos produtos e na Tabela Brasileira de Composigao de Alimentos (TACO).

A dieta ocidentalizada de crescimento foi utilizada dos 45 aos 60 dias de vida
das ratas. ApoOs esse periodo elas passaram a receber a dieta ocidentalizada de

manutencgao (dos 60 aos 170 dias).

5.4 AVALIACAO DA EVOLUGAO PONDERAL

A aferigdo do peso corporal foi realizada semanalmente (sempre no mesmo dia
da semana - quarta-feira), iniciando a partir da terceira semana de vida até o final do
experimento. O horario determinado foi entre 7h30min e 8h00min. O peso corporal foi

registrado em balangca Marte Scale (AS1000) com diviséria de 0,01g.
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5.5CONSUMO ALIMENTAR

O consumo alimentar foi avaliado diariamente, de segunda a sexta-feira, a partir
de 45 dias de vida, onde foi oferecida uma cota diaria de 30-40g de ragdo (em pellets)

e sua ingestdo, medida entre a cota oferecida e a quantidade restante apds 20 horas.

5.6 PADRAO CIRCADIANO DO CONSUMO ALIMENTAR E GLICEMIA

O ritmo da alimentagao e a glicemia durante o periodo escuro foram medidos a
cada 4 horas, em funcao da dieta e alteracao da disponibilidade de alimento. O padrao
de ingestao da alimentagdo, onde a dieta era pesada para verificar a quantidade
consumida pelas ratas, na fase escura (a cada 4 horas) e clara do ciclo (contabilizado
o ingerido em 12 horas) foi realizado durante 5 dias. A dosagem da glicemia na fase

escura foi realizada uma unica vez durante o estudo, aos 100 dias de vida (£2).

5.7 TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (TOTG)

O teste de tolerancia oral a glicose foi realizado aos 120 (+2) dias de vida. O
animal foi submetido a um jejum de 6 horas durante a fase escura do ciclo (entre 8:00
e 14:00 horas), e apds esse periodo foi obtida amostra de sangue da cauda dos
animais, onde a primeira amostra de sangue (tempo 0) para dosagem da glicose basal
foi as 14:00h. Posteriormente, foi administrada por gavagem uma solugéo de glicose
a 50%, na dosagem de 2mg/g de peso do animal para o teste e a glicemia mensurada
nos tempos 30, 60, 90 e 120min (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION — ADA, 2010;
SIEVENPIPER et al., 2000).

5.8 AVALIACOES POST MORTEN

Ao final do experimento, foi realizada a eutanasia por excesso de anestésico
(Ketamina, 40mg/kg e Xilazina, 5mg/kg) com fins de proceder a coleta das amostras
de sangue destinadas as dosagens bioquimicas, bem como a retirada de tecidos e
orgaos umidos (estdbmago e figado) para serem pesados em balanga eletronica digital,
marca Marte (modelo ASF11).
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5.8.1 Avaliagao Bioquimica de glicose e lipidios

Para a determinacdo das dosagens bioquimicas, foram colhidas amostras de
sangue, apés um periodo de 12 horas de jejum, no inicio da manha, em tubos sem
aditivos, seguido de retracdo de coagulo e separacdo imediata de soro. Apos a coleta,
0 sangue foi centrifugado e depositado em recipientes fechados (Eppendorf) e
armazenados a -20°C até o momento de realizacdo das dosagens.

Para determinar as dosagens de glicemia de jejum, colesterol total, HDL-
colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos, creatinina, &cido urico, ureia, TGO
(transaminase glutamica oxalacética), TGP (transaminase glutamica piravica) e
fosfatase alcalina, foram utilizados os Kits de reagente da marca BIOSYSTEMS,
assim como sua metodologia, através de um equipamento automatizado — A15
Clinical Chemistry Analyzer (Biosystems®, Espanha).

A equacado de Friedewald (Friedewald, 1972) foi usada para estimar o nivel
plasméatico de LDL-colesterol e VLDL-colesterol, através das concentracdes
plasmaéticas realizadas de colesterol total, HDL-colesterol e VLDL-colesterol (estimada
a partir da concentracdo dos triglicerideos), através do calculo indireto usando a
férmula: LDL-colesterol mg/dL= Colesterol total - HDL-colesterol - (Triglicerideos/5).

5.8.2 Histologia hepatica

Os procedimentos histopatolégicos foram realizados conforme as técnicas de
rotina descritas pela literatura (BECAK; PAULETE, 1976; SCHMITT, 1992). O figado
foi dissecado, secionado e fixado em solugdo neutra de formalina a 10% (v/v)
tamponada. Posteriormente, este 6rgao foi desidratado, diafanizado e os cortes
obtidos na espessura de aproximadamente 4 um, foram montados em Entellan e

fotografados em Microscépio optico de luz Olympus BX-50.

5.8.3 Peso dos 6rgaos umidos

Apds a exsanguinagado e aberta a cavidade abdominal, foram retirados a
gordura da regidao abdominal, retroperitoneal e periovariana, servindo de parametro
para avaliagao das reservas de gordura visceral, e o figado e o estdbmago. Todos foram

pesados em balanga digital com sensibilidade de 0,001g.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Para fins estatisticos foram utilizados o teste de normalidade de Kolmogorov
Smirnov e Analise de Variancia (ANOVA) one way ou two way conforme as variaveis
estudadas nos multiplos grupos, seguidos do pos-teste de Bonferroni. O nivel de
significancia estabelecido é de 5%. Os dados expressos em média e erro padrdo da
média, foram analisados no GraphPad® versao 5.00 (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA).
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7 RESULTADOS

Um numero inicial de 30 Ratas Wistar com 45 dias de vida (£ 1d) e com peso
meédio de 125g (+ 14g) foram obtidas do Biotério de criagcdo do Departamento de
Nutricdo, e um total de 28 ratas chegaram ao final do periodo experimental. As ratas
foram acompanhadas até 170 dias (+ 2d) de vida. O peso corporal foi mensurado

semanalmente até o final do experimento e no dia do sacrificio.

Na Figura 3, o teste estatistico two way RM ANOVA seguido do pos-teste de
Bonferroni ndo detectou diferengas na massa corporal das ratas alimentadas com
dieta comercial em funcdo da auséncia de alimento nas primeiras 4 horas da fase
escura quando seguida ou de dieta comercial ou de dieta ocidentalizada em todas as
semanas de observacdo, sem diferencas em todo o periodo até a 172 semana
(GC=245,5+7,4; GRC=238,7* 4,0; GRO=246,6+12,0; p=0,07).
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Figura 3 — Evolugao do peso corporal (g) das fémeas durante o periodo
experimental. Valores expressos em média tEPM. Grupos: GC= grupo controle, dieta
comercial; GRC= grupo restrito, dieta comercial. GRO= grupo restrito, dieta

ocidentalizada. (N= 8-10 animais por grupo). Teste two way RM ANOVA.

Aos 100 dias (+ 2 dias) de vida foi realizado nos 3 grupos a dosagem de glicose
a cada 4 horas no ciclo escuro, por um periodo de 12 horas (Figura 4). A glicemia foi

avaliada por meio de fitas reagentes (ACCU-CHEK Performa, Roche) acopladas a um
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glicosimetro digital portatil. O teste estatistico demonstrou que os grupos GRC e GRO
apresentaram menor glicemia as 12 horas em relagao ao grupo GC (GC=116,5 + 3,1;
GRC=93,8 + 8,6; GRO=103,4 + 13,4 mg/dL, p=0,015). As 16 horas, observou-se que
0s animais alimentados com dieta ocidentalizada apresentaram a maior concentracao
de glicose com relagédo aos grupos que receberam dieta comercial, independente de

restricdo alimentar ou ndo, porém nao houve diferenca estatistica.
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Figura 4 — Glicemia realizada na fase escura, a cada 4 horas por um periodo de
12 horas. Grupos: GC = grupo controle, dieta comercial; GRC= grupo restrito, dieta
comercial; GRO= grupo restrito, dieta ocidentalizada. N= 8-10 animais por grupo.
Valores expressos em média + EPM. *Estatisticamente diferentes do grupo controle.
Teste two-way RM ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs GC).

A Figura 5 mostra a resposta glicémica referente ao Teste Oral de Toleréncia a
Glicose (TOTG) e a area sob a curva dos grupos de estudo aos 120 dias de vida, na
fase escura. Por meio deste teste, foi possivel observar um aumento significativo da
glicose do GRO em relagdo ao GRC e ao GC aos 30 minutos (A) e na area sob a
curva (B). Na fase escura do ciclo o TOTG mostrou que a glicose do GRO apresentou

uma elevacéo significativa com relagdo ao GC e GRC 30 minutos apds a ingestao de
glicose.
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Figura 5 — Teste oral de tolerancia a glicose (A) e area sob a curva (B) realizado
aos 120 dias de vida. Valores expressos em média + EPM. Grupos: GC = grupo
controle, dieta comercial; GRC= grupo restrito, dieta comercial. GRO= grupo restrito,
dieta ocidentalizada (N = 8-10 animais por grupo). Teste two-way RM ANOVA, seguido
do pds-teste de Bonferroni. *vs GC,#vs GRC p<0,05.

Na Figura 6(A) esta demonstrado o consumo médio diario (g) de cada grupo e
na figura 6B a ingestdo energética segundo as semanas de acompanhamento. Na
primeira semana os 3 grupos tiveram o0 mesmo consumo, a partir da segunda semana
o consumo do GRO diminuiu significativamente com relacédo ao GC e ao GRC até a
quarta semana, e depois se estabilizou até o final do experimento (172 semana). A
figura 6(B) mostra que o aumento de 14% na densidade energética da dieta nao foi
suficiente para igualar a ingestdo calérica com os grupos com dieta comercial, visto
que a reducgao da ingestao do grupo GRO variou de -10% na primeira semana a -60%

do consumo do GC na 172 semana.
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Figura 6 — Média de consumo diario por gaiola (2 animais cada). Grupos: GC =
grupo controle, dieta comercial; GRC= grupo restrito, dieta comercial; GRO = grupo
restrito, dieta ocidentalizada. N= 8 animais por grupo. Valores expressos em média *
DP. Teste two-way RM ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. **p<0,05 vs GC,#
P <0,05 vs GRC p<0,05.

No acompanhamento da ingestao de alimentos a cada 4 horas da fase escura
e a totalidade da ingestao na fase clara (de 20:00 as 8:00 horas) observou-se que: no
horario de 8:00 as 12:00 horas, houve diferenca significativa dos grupos GRC e GRO
em relagdo ao grupo GC. Assim, de 12:00 as 16:00 horas houve um aumento na
quantidade (A) e na energia no grupo GRC e GRO vs GC (B). Este aumento deve-se
a restricdo alimentar imposta e demonstra uma hiperfagia em ambos 0s grupos
consumindo em média cerca de 50% a mais neste intervalo. Em adi¢gdo, houveram
diferengas entre GRO e GRC no total consumido nas fases clara e escura (A); sendo
a menor quantidade ingerida pelo GRO comparado ao GRC. Quando se compara o
total ingerido pelo GRC nas fases clara e escura parece haver uma compensacgao.
Este grupo demonstrou maior ingestao na totalidade da fase clara, levando este grupo
a ingerir quantitativamente e caloricamente igual ao GC durante o ciclo 24 horas e por
todo o periodo experimental. O mesmo né&o foi observado no grupo GRO. A avaliagéo
da ingestéo energética revelou que GRO vs GC sé diferem na totalidade de alimento
ingerido no periodo claro do ciclo. E que o GRO so6 ingere mais calorias que o GC; no
horario de 12-16h (figura 7B).
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Figura 7 — Média de consumo de alimento (A) e de energia (B) diaria por gaiola (2
animais cada) a cada 4 horas na fase escura, na totalidade da fase escura e na
totalidade da fase clara. Grupos: GC = grupo controle, dieta comercial; GRC= grupo
restrito, dieta comercial; GRO = grupo restrito, dieta ocidentalizada. N= 8 animais por
grupo. Valores expressos em média + DP. Teste two-way RM ANOVA, seguido do pos-
teste de Bonferroni. *p<0,05 vs GC,#p <0,05 vs GRC.

Na figura 8, foi observado aumento da gordura (g/%) tanto periovariana nos
grupos GRC e GRO (A) (GRC=3,37+0,37g% e GRO0=3,299+0,25%,
GC=2,01£0,16G%, p<0,00) quanto retroperitoneal (GRC=3,37+0,289%, p=0,01) para
o grupo GRC (B), bem como na visceral total (C) (GC=4,0910,24; GRC=6,979g+0,40%
e GR0O=6,71g+0,56%, p<0,00). Ao considerar a gordura do GC como 100%, observou-
se um aumento médio de 50% de gordura abdominal total dos grupos restritos
comparado ao controle (D). Este resultado mostra-se bastante curioso, pois denota
que mesmo sem diferengas na massa corporal, a auséncia de alimento nas primeiras
4 horas do inicio da fase escura do ciclo das ratas causou acentuado depdsito de
gordura na regido abdominal. As diferengas na gordura total foram significativas entre
os restritos (GRC E GRO) com relagéao ao grupo controle (GC), mas, entre os grupos

restritos nao diferem entre si.
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Figura 8 - Aumento de tecido adiposo abdominal total, periovariano e
retroperitoneal. Grupos: GC = grupo controle, dieta comercial; GRC = grupo restrito,
dieta comercial; GRO = grupo restrito, dieta ocidentalizada. N = 8-10 animais por
grupo. *Estatisticamente diferentes do grupo controle. Teste estatistico: “t” de Student
(*p < 0,05).

Foi obtido também o peso do figado e do estdbmago desses animais e verificou-
se que o grupo GRO apresentou maior peso umido do figado (GC= 3,12+0,26; GRC=
2,85 +0,26; GRO= 2,72+0,149%, P=0,009) e nenhuma diferenga foi encontrada no
peso do estdmago (GC= 0,62 +0,08; GRC= 0,62 10,05; GRO= 0,56 %0,049%,
P=0,106).

As taxas bioquimicas ndo foram alteradas em funcdo da restricdo energética
no grupo que ingeriu dieta comercial. No entanto, ocorreram diversas alteragdes nos

valores séricos no grupo que se alimentou de dieta ocidentalizada. Os niveis de
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glicose sanguinea apresentaram-se maiores nos animais que receberam dieta
ocidentalizada (GRO) com relagéo ao grupo controle (GC) e ao grupo restrito controle
(GRC). Por outro lado, a ingestao de dieta ocidentalizada com restricdo nas primeiras
4 horas da fase escura diminuiu os niveis de triglicerideos, HDL-c e VLDL-c e
aumentou o LDL-c de ratas, quando comparado aos grupos que receberam dieta
comercial e o comercial com restrigao.

Com relagao as enzimas e produtos do metabolismo, foram observadas
diferengas significativas apenas sobre a TGP, que se mostrou menor nos animais que
receberam dieta ocidentalizada (GRO) com relagao ao grupo controle (GC) e ao grupo
restrito controle (GRC), e sobre a Ureia que se mostrou menor nos animais que

receberam dieta ocidentalizada (GRO) com relagédo ao grupo controle (GC).

Tabela 2 — Efeito da dieta sobre os parametros bioquimicos de ratas.

GRUPOS GC GRC GRO

Média £ DP Média £ DP Média £ DP

Variaveis sanguineas

Glicose (mmol/L) 145,8 £ 39,19 163,4 + 32,93 240,0 £ 73,93*#
Triglicerideos (mg/dL) 65,41 +£12,00 57,86 +7,48 44,57 10,47
Colesterol total (mg/dL) 66,64 + 8,16 60,14 + 9,62 67,43 + 12,00
HDL-c (mg/dL) 34,79 +2,63 31,54 + 3,15 26,87 £ 4,99*
LDL-c (mg/dL) 19,57 + 5,85 20,50 + 3,62 31,64 +9,93*#
VLDL-c (mg/dL) 13,14 + 2,41 11,50 + 1,69 8,91 +2,09*
TGO (UIL) 206,60 + 66,31 157,30 + 49,00 155,00+ 63,52
TGP (UIIL) 66,29 + 11,20 62,88 + 12,40 32,14 £ 6,91*#
Creatinina (mg/dL) 0,71+£0,12 0,65+ 0,07 0,74 £ 0,03
Acido Urico (mg/dL) 2,77 +0,52 3,12+ 0,91 3,81+ 0,94
Ureia (mg/dL) 50,00 + 7,11 44,03 +10,83 32,29 *+ 4,60*

Grupos: GC (Grupo controle). GRC (Grupo restrito controle). GRO (Grupo restrito
ocidentalizada). Os valores representam a média £+ E.P.M, (n= 8-10 animais por
grupo). *Estatisticamente diferentes do grupo controle. #Estatisticamente diferentes
do grupo restrito controle. *vs GC; # GRO vs GRC (ANOVA seguido do pds-teste de
Bonferroni, p< 0,05).

O estudo histologico ndo mostrou nenhuma diferenga estrutural entre os
grupos. No entanto, apesar da preservagao da estrutura hepatica, o grupo GC (9A)

apresenta pequeno acumulo de lipidios (sinalizado pelas setas pretas). No grupo GRC
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(9B) observamos a menor quantidade de gordura e auséncia de processo inflamatorio
e o grupo GRO (9C) foi o que apresentou maior acumulo de lipidios e indicios
inflamatodrios entre os trés grupos. Com relacdo a dieta e suas consequéncias sobre
o figado podemos sugerir que a dieta Presence®, usada pelo GC (Figura 9A), pode
nao ser muito adequada pois pode gerar certo grau de esteatose hepatica, e que a

dieta ocidentalizada promove intenso acumulo de gordura e inflamagao hepatica.

Figura 9A — Histologia Hepatica do GC (Grupo controle, dieta comercial)
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Figura 9B — Histologia Hepatica do GRC (Grupo restrito, dieta comercial)
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A figura 9C representa a histologia hepatica do GRO. Nesse grupo

encontramos o maior acumulo de lipidios entre os 3 grupos (sinalizado pelas setas

pretas).

Figura 9C — Histologia Hepatica do GRO (Grupo restrito, dieta ocidentalizada)

Figura 9 - Fotomicrografias do figado de ratas submetidas ou nado a restrigdo
alimentar de 4 horas na fase escura do ciclo. Goticulas de lipidios evidentes
sinalizadas pelas setas pretas (A), com minima concentragdo de gordura (B) e
evidente acumulo de gordura caracterizando esteatose esteatose hepatica e locais de
infiltrado linfocitario (C). Todos os grupos apresentaram arquitetura hepatica

conservada. Coloragao com Hematoxilina e Eosina (HE).
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8 DISCUSSAO

Ingestdo e comportamento alimentar sdo condigbes que envolvem estimulos
externos e enddgenos. O ritmo da alimentagdo € um ritmo biolégico regulado por
fatores endégenos ancorados pelos genes osciladores circadianos (MARKUS RP et
al., 2003) bem como, influenciados por fatores externos como a luz, a alimentacgao e
outras condigdes comportamentais (FONKEN et al., 2010). Neste estudo, utilizamos
um modelo experimental de privacdo de alimento em fémeas durante as primeiras 4
horas do periodo escuro, que corresponde ao momento de grande ingestdo de
alimento e elevada atividade nesses animais (ELLACOTT KL et al., 2010). Para
verificar se a composicao da dieta apds a privacao influenciava diferentemente os
aspectos fisiologicos e metabdlicos elegiveis, ofertamos duas dietas distintas, uma
comercial, padrao para roedores, e outra ocidentalizada, ja utilizada em outros
estudos do grupo de pesquisa (FERRO CAVALCANTE et al., 2013).

O estudo demonstrou que a privagao, independente da composi¢cao da dieta
ofertada a seguir, ndo modificou o peso corporal, mas causou acumulo de gordura na
regiao abdominal em ambos os grupos restritos. O ritmo da glicemia foi alterado em
apenas um horario da fase escura do ciclo em fungdo da privagdo imposta, mas a
tolerancia a glicose e os niveis bioquimicos foram alterados apenas em fungéo da
composic¢ao da dieta apds a restricdo. Foi observada também uma hiperfagia a seguir
as horas de privagdo em ambos o0s grupos restritos, mas ndo houve aumento da

quantidade de alimentos ingeridos ao longo de 24 horas nos grupos privados.

A auséncia de diferengca de peso corporal nos grupos restritos mostrou-se
independente da dieta a seguir a restricao. O estudo de CHAIX A et al. (2014), com
restricdo de alimentos, demonstrou semelhangca com a nossa pesquisa, onde houve
auséncia no ganho de peso corporal em ratos alimentados com dieta rica em gordura

quando comparados aos ratos que se alimentaram de maneira ad libitum.

A restricao de alimento em camundongos machos durante 15 horas do periodo
claro do ciclo seguidos de 2 dias ad libitum com dieta rica em gordura restringia o
ganho de peso quando comparados ao grupo alimentado sem restricdo (OLSEN et
al., 2017). Apesar das diferengas metodologicas, este resultado se assemelha ao
deste estudo visto que o grupo alimentado com dieta rica em gordura apds privagao

de 4 horas ndo mostrou peso corporal acima dos grupos alimentados com dieta
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comercial. No entanto, é intrigante a deteccdo de que o grupo alimentado com dieta
elevada em gordura ingere menor quantidade de alimento e de energia que o grupo
alimentado com dieta comercial tanto do grupo privado quanto do grupo alimentado a
vontade. Esta reducgado situa-se em torno de 50%. Portanto, pode-se inferir que
independente do total energético consequéncias metabodlicas mostram-se
subjacentes as alteragcbes encontradas. A literatura aponta que o periodo do dia no
qual a maior quantidade de alimento/energia é ingerida interfere na resposta ao ganho
de peso, e que esta ingestdo mostra-se diretamente associada ao consumo durante
o periodo claro (SALGADO-DELGADO et al., 2010; OLSEN et al., 2017). Como neste
estudo nao foi observado aumento da ingestao no periodo claro, podemos sugerir que
este fator pode ter sido um dos motivos para que nao se observasse diferenga no

ganho de peso neste grupo.

Por outro lado, o grupo GRC aumentou sua ingestdao no periodo claro e
também nao mostra diferenga em termo de peso corporal total. No entanto, € bom
ressaltarmos que n&o temos a analise da composig¢ao corporal para afirmar se houve
ou néo diferengas no percentual de massa magra e gorda nesses animais. Pois, o
grupo GRC mesmo sem diferir do grupo GC, mostrou elevado depdsito de gordura na
regiao abdominal. E, curiosamente, o grupo GRO apesar de significante redu¢ao na
ingestao/energia também mostra elevados depdsitos de gordura abdominal. O
aumento de gordura abdominal em ambos os grupos restritos sem aumento da
ingestdo e/ou energia, pode estar associado a hiperfagia a seguir ao periodo de
restricdo favorecendo a expressao de genes associados ao aumento da lipogénese e
reducao da termogénese modificando tamanho de adipdcitos e quantidade de gordura
gonadal (KLIEWER et al., 2015). O estudo de Kliewer et al. (2015) demonstrou que,
além de esteatose hepatica, o aumento do acumulo de gordura abdominal é resultado
da realimentacgao apds a restricdo alimentar, corroborando com o nosso estudo, onde
o grupo GRO também apresentou esses achados.

A partir do acompanhamento da ingestdo durante as 17 semanas do estudo,
observa-se que o GRO mostra acentuada redugcdo global na ingestdo alimentar e
energética comparada aos demais grupos, GC e GRC. O controle da ingestao de
alimentos envolve a expressao de diversos neuropeptidios orexigenos, a exemplo do
NPY e o peptideo relacionado ao gene Agouti (AgRP) e anorexigenos como o pro-

opio melanocortina (POMC) e o transcrito relacionado a anfetamina e a cocaina
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(CART) (BRADY LS et al.,, 1990; GRILL HJ, 2006), bem como fatores enddcrinos
intestinais e uma variedade de horménios regulatorios relacionadas a alimentagao,
dentre eles estdo a grelina (orexigeno) e a insulina (MURRAY S et al, 2014). Em
adicdo, existem os sinais provenientes do tecido adiposo a exemplo da secregao de
leptina (DAMIANI D, DAMIANI D, 2011) que reduz a ingestdo de alimentos e estimula
0 gasto energético. Em conjunto estes sinais contribuem para a reducédo da ingestao

de alimentos observada no grupo GRO.

A colecistocinina (CCK) € um hormdnio que contribui para a sensagédo de
saciedade poés-prandial, liberado em resposta a presenca de nutrientes no intestino,
sobretudo, os lipidios e as proteinas (PIMENTEL GD et al.,, 2010). A dieta
ocidentalizada é caracterizada por apresentar um elevado teor de lipidios saturados
(FERRO-CAVALCANTE et al., 2014) e varios autores defendem a ideia de que as
gorduras sdo um potente estimulo para a liberagao de CCK (FELTRIN KL et al., 2004,
MALJAARS J et al., 2009). Este fator sugere que a redugao da ingestao alimentar das
ratas do grupo GRO em parte esta relacionada com a maior liberacdo da CCK
regulando a saciagcdo em nivel de SNC via aferentes vagais e fatores humorais
(WOODS SC, 2009). A influéncia da composigdo da dieta sobre a ingestao e o
comportamento alimentar também foi observado em animais quando expostos de
forma aguda a uma dieta hiperlipidica onde ocorreu um aumento na quantidade
ingerida por refeigdo e redugcédo na frequéncia da refeigdo indicando tanto consumo

mais rapido da refeigdo quanto redugao da saciedade (MELHORN et al, 2010).

A glicemia realizada na fase escura apresentou-se nos grupos restritos,
responsiva a restricdo da alimentacdo, bem como, a realimentacdo a seguir a
privacdo. Assim, apos 4 horas de privacdo se observou reduzida glicemia nos grupos
GRC e GRO e restauracdo da glicemia apos alimentacdo. O controle glicémico é
exercido por diversos mecanismos, dentre eles a expressdo de genes osciladores
circadianos como CLOCK e BMAL (YOUNG e BRAIN, 2007), e a regulacéo hepatica
a partir das vias glicogénicas e neoglicogénicas que envolvem a estimulagdo do
sistema nervoso auténomo, bem como, o controle circadiano (KALSBEEK A, FLEUR
SL, FLIERS E, 2014).

A homoeostase da glicose é alcangada pela sutil regulagdo hormonal da

absorcado de glicose e da producédo endoégena de glicose. A insulina € o principal
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regulador da absorc¢éo de glicose no estado alimentado, enquanto o glucagon e outros
hormdnios contra-regulatérios sdo importantes na manutengao dos niveis de glicose
no sangue durante o jejum (BEARDSALL et al., 2006). Contudo, o sistema circadiano
localizado no nucleo supraquiasmatico contribui para a captacdo de glicose e
sensibilidade a insulina (LA FLEUR SE, KALSBEEK A, WORTEL J, FEKKES ML,
BUIJS R, 2001) e age de forma independente dos controles periféricos (MARCHEVA
B, RAMSEY KM, BUHR ED, KOBAYASHI Y et al., 2010; SADACCA LA, LAMIA KA,
De LEMOS AS, BLUM B, WEITZ CJ, 2011). Estudos prévios tém demonstrado
evidente participagdo dos genes osciladores controlando a homeostase glicEmica.
Inativacdo do gene BMAL1 suprime a variacdo da glicose em 24 horas e pode
desenvolver intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (RUDIC RD, Mc NAMARA
P et al, 2004), enquanto camundongos mutantes para o gene CLOCK mostram sinais
de doencas metabdlicas incluindo hiperglicemia e hipoinsulinemia. Por outro lado,
uma delacao tecido-especifica de BMAL1 no figado leva a abolicdo da expressao
ritmica de genes reguladores da glicose hepatica (LAMIA KA, STORCH KF, WEITZ
CJ, 2008) e no pancreas promove elevados niveis de glicose durante o dia e prejudica
a tolerancia a glicose e diminui¢édo da secrecao de insulina (SADACCA LA, LAMIA KA,
De LEMOS AS, BLUM B, WEITZ CJ, 2011).

Em conjunto, esses resultados mostram a importancia dos genes osciladores
circadianos no controle glicémico. Ademais, os clocks dos tecidos periféricos sao
arrastados por periodos de jejum e alimentagcdo. Assim, mudangas no tempo de se
alimentar, quantidade, ou ainda, composicao da dieta, podem interferir ou romper a
funcdo normal dos genes osciladores relacionados com a homeostase energética,

principalmente o metabolismo glicidico e lipidico.

Neste estudo, além da alteracdo glicémica causada pelo jejum de 4 horas,
observamos elevada glicemia de jejum nos grupos GRC e GRO e alteracdo da
tolerancia a glicose no grupo GRO. Estes resultados nos permite inferir que a
composicdo da dieta exerceu forte influéncia nas alteracbes mencionadas
corroborando com diversos autores que defendem a influéncia dos nutrientes sobre a
expressao de genes osciladores responsaveis pelo metabolismo energético, glicidico
e lipidico. Apesar de néo termos dados mais consistentes para diagnosticar quadro
de diabetes, podemos afirmar que a hiperglicemia, a intolerancia e a maior area sob
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a curva sdo fortes indicios de distirbio no metabolismo glicidico e de provavel
instalacdo de quadros patoldgicos.

Ressaltamos que possivelmente ocorre uma interagcdo entre composicao
dietética e genes osciladores visto que, ao contrario de alguns estudos, nossos
animais ndo ingerem maiores quantidades de energia. Em estudo com células
(fibroblastos) foi demonstrado a influéncia da glicose sobre a expressao de Per1 e
Per2 e provavel ruptura da sincronizagdo génica (HIROTA T et al, 2002). De forma
mais recente, também em cultura com células nervosas (hipotalamicas), foi
demonstrado que a presenga de glicose altera a expressao de Per2 levando a
desordens metabdlicas (OOSTERMAN JE, BELSHAM DD, 2016).

Estudo prévio utilizando variadas dietas de estilo ocidental, mas com teor
energético similar e fontes alimentares diversas, observou que as respostas ou
consequéncias fisiologicas e metabdlicas variam em funcdo do ingrediente ou
nutriente presente na dieta (FORBES JM et al, 2013). Outra possivel evidéncia da
interacdo da dieta ocidentalizada na ruptura do ritmo circadiano ocorreu a partir de
avaliacdo na microbiota intestinal de camundongos deixados em livre curso (escuro
constante) que apresentavam alteracées na atividade locomotora (REFINETTI R,
2017).

Neste estudo podemos afirmar que a privacdo de alimento nas primeiras 4
horas da fase escura do ciclo ndo promoveu mudancas nos parametros bioquimicos
avaliados. Contudo, a dieta exerceu importante influéncia causando relevante
hiperglicemia, alteracdo da LDL-c e HDL-c, mas sem alteracdo em triglicérides e
colesterol. E comum encontrar na literatura que ingestéo excessiva de gordura em
longo prazo, propicia o desenvolvimento de dislipidemias (WOODS SC et al., 2003).
A ingestdo de uma dieta rica em gordura promove o aumento da absorcdo de
colesterol dietético no intestino delgado, ocasionando um aumento da glicacdo de
LDL-c, diminuindo assim o seu processo catabdlico e o funcionamento do receptor de
LDL-c hepatico (PROJETTO, 2005).

No entanto, as repercussoes lipémicas do excesso de gordura em dietas
experimentais ndo sdo unanimes entre os estudos (JACOB et al, 2013). Essas
diferencas podem estar associadas ndo apenas quanto aos tipos e quantidades de
acidos graxos, mas também, com a contribuicdo de agucares simples, a exemplo da

sacarose, para o valor energético total.
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Por outro lado, o acumulo de gordura abdominal ndo parece ter sido
influenciado pela dieta e sim pela restricao alimentar de 4 horas na fase escura visto
gue nao houve diferengas entre os grupos GRC e GRO e ambos demonstraram maior
acumulo de gordura que o grupo controle. Este acumulo abdominal ndo mostrou em
linha aos depdsitos de gordura hepatica visto que o grupo restrito seguido de dieta
comercial mostra menor armazenamento de gordura no figado que o grupo controle
e, 0 grupo privado seguido de dieta ocidentalizada apresenta elevada concentragao
de gordura. Segundo Nassar ALS et al. (2014), existe uma relagdo causal entre a
ingestdo de dietas ricas em gordura e o desenvolvimento de esteatose hepatica.
Segundo esses autores, o elevado consumo de gordura saturada pode causar
alteragdes no metabolismo e o desenvolvimento de infiltragdes lipidicas no figado por
mecanismo de lipo-apoptose, que € a morte celular programada causada pela
exposicdo ao excesso de acidos graxos. Este acumulo de gordura hepatica
compromete também a metabolizacdo da insulina no figado podendo levar a um
quadro de resisténcia insulinica e desenvolvimento de diabetes. (BIRKENFELD AL,
SHULMAN Gl, 2014).
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9 CONCLUSOES

A privacao de alimento nas primeiras quatro horas do periodo escuro do ciclo
em fémeas, causou consequéncias fisio-metabdlicas diversas segundo a dieta
subsequente. Destaca-se a hiperfagia imediata nos grupos restritos independente da
dieta ofertada e, além do acumulo de gordura na regido abdominal mesmo sem
aumento de peso corporal ou de ingestdo alimentar total. As alteragdes sao
repercussdes de um metabolismo energético modificado que pode favorecer o
desenvolvimento de possiveis patologias, como obesidade, diabetes tipo 2,
resisténcia a insulina e disturbios do metabolismo lipidico. Uma maior atencao
também deve ser dada a dieta consumida, visto que com uma dieta desequilibrada os

efeitos adversos sdo bem mais evidentes.
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