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RESUMO

Mudancas na composicao dietética ou energética durante o periodo critico de
desenvolvimento (gestacao e lactacdo) de ratas da linhagem Wistar, ou ainda, nos
horarios das refeicbes, podem contribuir para as alteracbes dos parametros
metabdlicos e comportamentais nos seus descendentes. Assim, o estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da restricdo do alimento durante 8h da fase escura do ciclo
24hs por 8 semanas e/ou da alimentacdo materna durante a gestagcao e lactagéao
sobre o ritmo e comportamento alimentar, além de parametros metabdlicos.
Inicialmente utilizou-se 43 ratos machos da linhagem Wistar que aos 60 dias de vida
formaram 4 grupos: C- Grupo Controle; Cr- Grupo Controle Restrito O- Grupo Dieta
Ocidentalizada durante a gestacao/lactacéo; Or- Grupo Dieta ocidentalizada durante
a gestacdo e lactacdo Restrito. 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 (SCS), parametros bioquimicos,
peso de 6rgdos e gordura abdominal. Nos resultados destaca-se a auséncia de
diferenca de peso corporal nos grupos privados comparados aos controles (C =
328,8 g; Cr = 322,4 g; O = 374 g; Or = 350,2 g), apesar da significante reducao da
ingestao alimentar (grupos privados tiveram ingestdo global diaria 49% menor em
relacdo em controle) e elevada gordura abdominal (C =1,88 g; Cr=2,36 g; O = 3,56
g; Or = 3,12 g). Observou-se também alteracdo no TOTG com evidente mudanca na
glicemia (C = 138,7 mg/dL; Cr = 146,9 mg/dL; O = 183,1 mg/dL; Or = 164,2 mg/dL) e
lipemia do grupo cuja mée se alimentou de dieta ocidentalizada na gestacdo e
lactacéo (C = 27,1 mg/dL; Cr = 35,66 mg/dL; O = 45,97 mg/dL; Or = 46,8 mg/dL). Na
SCS foi nitida a diferenca na taxa de alimentacdo (C =1,14 Kcal/min; Cr = 1,03
Kcal/min; O = 2,3 Kcal/min; Or = 3,63 Kcal/min) e da duracéo da refeicdo (C =18,97
min; Cr = 15,41 min; O = 6,54 min; Or = 7,14 min) entre os grupos oriundos de dieta
ocidentalizada apenas no inicio da vida. Com base nos resultados, pode-se concluir
gue a dieta ocidentalizada ingerida pelas maes na gestacao e lactacao influencia em
longo prazo parametros do metabolismo e do comportamento alimentar. Estas
mudancas podem ser responsaveis por distarbios alimentares e riscos de

desenvolvimento de doengas relacionadas ao metabolismo energético.

Palavras chave: Nutricdo. Dieta. Obesidade.



ABSTRACT

Changes in the dietary or energetic composition during the critical period of
development in Female Wistar rats, and also, at meal times, may contribute to the
metabolic and behavioral alterations in the offspring.Thus, the study aimed to
evaluate the effects of food restriction during 8h of the dark phase of the 24h cycle
for 8 weeks and/or of maternal feeding during gestation and lactation on the rhythm
and feeding behavior, as well as subsequent metabolic outcomes. Initially 43 male
Wistar rats were used, which at 60 days of life formed 4 groups: C- Control Group;
Cr-Time Restricted Control Group; O- Westernized Group during gestation/lactation;
Or- Time Restricted Westernized Group during gestation and lactation with
deprivation. The parameters observed were: body weight, food consumption rhythm,
24-hour glycemic curve, oral glucose tolerance test (OGTT), behavioral satiety
sequence (BSS), standard biochemic, organ weight and abdominal fat. Our results
highlight the absence of a difference in body weight in the private groups compared
to controls (C = 328.8 g, Cr = 3224 g, O = 374 g, Or = 350.2 g), although the
significant reduction of food intake (private groups had global daily ingestion was
49% smaller than the control groups); among Westernized diet groups only at the
beginning of life and high abdominal fat pad (C = 1,88 g; Cr=2,36 g; O = 3,56 g; Or
= 3,12 g). It was also observed alterations on the oral glucose tolerance test (OGTT)
with evidente changes on the glicemia (C = 138,7 mg/dL; Cr = 146,9 mg/dL; O =
183,1 mg/dL; Or = 164,2 mg/dL) and llipemia of the groups coming from the mothers
submitted to westernized diet during the gestation/lactation (C = 27,1 mg/dL; Cr =
35,66 mg/dL; O = 45,97 mg/dL; Or = 46,8 mg/dL). In the BSS the difference in feed
rate was clear (C =1,14 Kcal/min; Cr = 1,03 Kcal/min; O = 2,3 Kcal/min; Or = 3,63
Kcal/min) and the duration of the meal (C =18,97 min; Cr = 15,41 min; O = 6,54 min;
Or = 7,14 min) among groups originating from Westernized diet only at the beginning
of life. We conclude that a westernized diet ingested by mothers in gestation and
lactation influenced long-term, metabolic and eating behavior. These changes can be
created by eating disorders and risk of developing metabolic diseases.

Keywords: Nutrition. Diet. Obesity.
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1 INTRODUCAO

Os habitos alimentares sofrem influéncia do estilo de vida e das facilidades do
mundo contemporaneo favorecendo o aumento da ingestdo energética. Associado
ao aumento energético encontra-se a sobrecarga de carboidratos simples, sodio e
lipidios, onde nas gorduras destacam-se os acidos graxos saturados e os acidos
graxos trans. Este conjunto da composicao nutricional configura o habito alimentar
difundido nas sociedades ocidentais conhecido como dieta “ocidentalizada”
(CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006; MENDONCA; ANJOS, 2004). Associada
a estes componentes da dieta ocidentalizada esté a frutose, que quando porcessada
industrialmente, é um edulcorante que tem sido implicado no desenvolvimento de
uma seérie de anormalidades metabdlicas, incluindo resisténcia a insulina,
inflamagé&o, dislipidemia e obesidade, em humanos e animais (LUSTIG, 2013;
REGNAULT et al. 2013; STANHOPE et al. 2008; TOOP & GENTILI, 2016). Esta
tendéncia alimentar com alto consumo de gorduras e/lou 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 baixa densidade (LDLc). Este conjunto gera acumulo excessivo de
gordura corporal, sobrepeso/obesidade, aumentando o risco de desenvolvimento de
doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) (SANTOS et al, 2010).

A exposicdo materna a dieta ocidentalizada durante o periodo critico de
desenvolvimento, gestacédo e lactacdo, gera uma programacado metabdlica na prole
gue pode levar a obesidade, resisténcia a insulina e hipertensdo na vida adulta
(GLUCKMAN e HANSON, 2004). Modelos de animais fornecem fortes evidéncias
que a nutricdo perinatal também tem um impacto duradouro em inUmeros aspectos
da fisiologia e do comportamento da prole (BILBO e TSANG, 2010), incluindo a

alteracdo no comportamento alimentar (NAEF et al, 2008).

O comportamento alimentar atua por meio da sele¢éo e ingestdo do alimento
gue se mostra como um ponto critico para elucidar aspectos relacionados ao
tratamento e prevencdo da obesidade (ADAMS et al, 2008). O balanco energético

consiste em um estado metabolico, precisamente regulado dia apds dia,
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caracterizado pelo equilibrio entre gasto e consumo energético. Essa regulacao
precisa, na qual chamamos de controle do comportamento alimentar ou do balango
energeético, integra informacgdes vindas de tecidos e 6rgdos periféricos acerca do
estoque nutricional do corpo com o Sistema Nervoso Central. Neste, destaca-se a
funcdo do hipotdlamo, localizado no diencéfalo, onde as informagdes periféricas
influenciardo o balanco entre peptideos orexigénicos e anorexigénicos que refletira

no consumo alimentar e gasto energético.

No hipotadlamo, localizado subjacente a eminéncia média, regido desprovida
da protecdo da barreira hematoencefalica, o nucleo arqgueado (ARC) é altamente
acessivel aos sinais periféricos liberados por tecidos relacionados ao balanco
energético. Neste nucleo h4 duas populacdes de neurénios priméarios (CONE et al.,
2001), uma cujo circuito neural expressa o peptideo pro-opiomelanocortina (POMC)
e o transcrito relacionado a cocaina e anfetamina (CART), que inibem o consumo
alimentar (KRISTENSEN et al.,, 1998) e a outra cujo circuito neural expressa
neuropeptideo Y (NPY) e neuropeptideo agouti (AgRP) que estimulam o consumo
alimentar (BROBERGER et al., 1998). Do nucleo arqueado axénios de neurbnios
POMC/CART e NPY/AgRP projetam-se para outros nucleos hipotalamicos tais como
0 nucleo paraventricular, hipotalamo dorsomedial, area hipotalamica lateral e
perifornical, que possuem neurdnios de segunda ordem e integram informacdes
sobre energia de homeostase (ELIAS et al.,, 1998; KALRA et al.,, 1999). A
homeostase, do grego “mesmo” e “constante”, foi definida como qualquer processo
no qual as “coisas vivas” utilizam para manter ativas condi¢cbes razoavelmente

estaveis, necessérias a sobrevivéncia (CANNON, W.B., 1929).

A manutencdo da homeostasia energética esta altamente relacionada a
ingestdo energética/nutricional e ao comportamento alimentar. O comportamento
alimentar obedece a um ritmo biolégico de aproximadamente 24 horas, mas é
altamente influenciado pelos fatores ambientais, a exemplo do horéario de trabalho,

da privacao de refeicées ou de sono.

O comportamento pode ser compreendido tanto como uma juncgao de fatores
filogenéticos, que atuam durante o processo de evolucdo de uma dada espécie,

guanto de fatores ontogenéticos, que operam nas interacdes de um dado organismo
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dessa espécie 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 alimentar vai além da ingestdo de
alimentos e se complementa com a¢cbes como a frequéncia com quem se come, 0
gquanto se come, o tempo desprendido, etc. 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 (SCS), ainda se tem pouco conhecimento
do comportamento alimentar de descendentes de maes que foram alimentadas na
gestacao e lactacdo com dieta alterada na propor¢céo de macronutrientes e energia,
bem como, se ocorre mudancas no comportamento alimentar e no metabolismo
desses animais quando estes séo privados de se alimentarem por 8 horas ao longo
da fase escura do ciclo 24h.

O tempo de privacdo/restricdo de alimento buscou mimetizar héabitos
alimentares de individuos que ndo costumam realizar as refeicbes em horarios
regulares e costumam alimentar-se mais no periodo da noite, conhecidos como
“comedores noturnos”. O escopo do trabalho foi avaliar nestes animais, tanto com
dieta padrdo quanto com a dieta ocidentalizada durante a gestacdo e lactacao, o
comportamento alimentar e parametros fisio-metabdlicos.

Pretende-se publicar um ou dois artigos originais em revista com fator de
impacto acima de 1,06 ou de Qualis igual ou maior que B2 na area de nutricdo da
CAPES.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A gravidez é um dos quadros mais complexos de alteracdes e ajustes fisio-
metabdlicos que ocorrem no organismo e tem como principal funcéo a formacéo de
ambiente adequado para o desenvolvimento fetal. As alteracdes fisiologicas e
metabolicas da gestacdo visam manter o crescimento fetal normal, sem prejuizo
materno, desde que a mae esteja em condi¢cdes de saude e nutricdo adequadas. A
alimentacdo tem papel relevante para a saude dos individuos, principalmente nas
etapas da vida caracterizadas pelo aumento da demanda de energia e de nutrientes,
como a gestacao. (KING, WEININGER, 1991; GUTHRIE e PICCIANO, 1995).

As mulheres, principalmente as gestantes, constituem uma das populacfes
mais vulneraveis da sociedade, sendo sua condicdo de salde um dos principais
indicadores de desenvolvimento das geracdes futuras (MAHANTA et al, 2015).
Durante a gestagdo, o aumento da procura de fontes energéticas e de nutrientes &
necessario para prover o crescimento e desenvolvimento adequado do feto, assim
como sdao requeridos devido as mudancas no metabolismo materno (SANTOS et al,
2014). Sucedendo o periodo gestacional, tem-se o inicio da lactacdo, que por sua
vez se caracteriza por uma maior demanda das necessidades nutricionais e
energéticas , quando comparado ao requerido na gestacdo, onde a dieta influencia
diretamente na sintese, composicao e secrecdo de leite (SANTOS, 2014).

No periodo gestacional ocorrem intenso e peculiar processo de formacao de
tecidos e grandes transformacdes organicas durante um curto espaco de tempo. O
ganho de peso durante a prenhez na rata compreende duas fases metabdlicas
distintas: a anabdlica, da cépula ao 14° dia de prenhez, e a catabdlica, do 14° dia até
o0 momento do parto (NAISMITH e MORGAN, 1976). A primeira fase, caracterizada
por decréscimo do catabolismo protéico, € quando ocorre o preparo do organismo
gestante para suportar o crescimento fetal e a lactagdo. A segunda fase é
caracterizada pelo rapido crescimento fetal. Em consequéncia, ha grande utilizacao
dos estoques maternos de gordura, acumulados durante a primeira fase (NAISMITH
e MORGAN, 1976; KNOPP et al., 1982).

O conjunto de modificagbes que ocorrem no organismo materno durante a

gestacdo e lactacdo levam a maiores demandas nutricionais, havendo a
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necessidade de um aumento proporcional dos nutrientes da alimentacdo materna,
tanto nos periodos pré como poés-natal (BAKER, 1979; YAZLE, 1998). Segundo
Fowden e colaboradores (2009) a nutricdo materna exerce um importante papel no
desenvolvimento e modulacdo dos sistemas fisiologicos do ser em formacdo. O
estado nutricional materno pode influenciar o desenvolvimento fetal e a manutencao
do crescimento adequado (SOHLSTROM, 1994). A nutricdo fetal esta intimamente
ligada, ndo s a ingestdo dietética e aos estoques de nutrientes maternos, como
também a capacidade de liberacao e transferéncia da placenta (PINE et al, 1993).

O periodo lactacional também requer uma demanda adicional de energia,
além dos exigidos para as necessidades basais (PICCIANO, 1997). Desta forma,
uma nutricdo adequada e balanceada constitui um fator protetor, tanto para o feto
guanto para o recém-nascido. Durante a gestacdo ocorre aumento gradual da
resisténcia a insulina na méde para garantir o fornecimento de nutrientes para o
crescimento e desenvolvimento do feto. Isto se deve ao aumento progressivo nas
concentracfes plasmaticas dos horménios gestacionais, do cortisol e de citocinas
inflamatdrias (TNFa) durante o periodo (RYAN& ENNS, 1988; KIRWAN et al., 2002;
MASTORAKOS & ILIAS, 2003; BARBOUR et al., 2004) .

As alteragcBes no metabolismo lipidico evidenciadas na gestacdo garantem
modificagbdes especificas quanto ao direcionamento de substratos circulantes, na
gestacdo para o crescimento fetal, durante a lactacdo para a glandula mamaria e
ap6s o desmame para a reposicdo de tecido adiposo (DAMASO; OLLER DO
NASCIMENTO, 1998). Durante o curso da gestacdo normal em humanos, 0s niveis
séricos de lipidios e lipoproteinas sofrem variac6es e aumento dos triglicérides (TG),
colesterol e fosfolipidios. O nivel sérico de colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) aumenta ao longo da gestacdo, com pico na 362 semana,
provavelmente em consequéncia dos efeitos hepaticos do estradiol e da
progesterona. O nivel sérico de colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL)
eleva-se até um pico na 25% semana, diminuindo seus niveis até a 322 e
permanecendo constante até o final da gravidez. Acredita-se que o estrogénio seja o
responsavel pelo aumento do nivel sérico de HDL na primeira metade da gestacao
(CUNNINGHAM, et al 2001). Estas mudancas sdo consideradas reflexo do aumento
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da demanda metabdlica do organismo materno durante esse periodo (KNOPP, et al,
1992; JIMENEZ, et al, 1988).

Alguns nutrientes como carboidratos e lipideos devem ser analisados quando
se estuda a alimentacdo de gestantes, em virtude de serem os que tém maior
probabilidade de consumo inadequado, pelo fato de mulheres gestantes, em sua
maioria apresentarem um desequilibrio alimentar, pelo consumo em excesso desses
nutrientes durante esse periodo. Os substratos energéticos na gestacdo vao para o
crescimento fetal e para o acumulo de tecido adiposo. Na lactacdo, os substratos
sdo direcionados para a glandula mamaria para garantir adequada sintese e
producéo de leite. (DAMASO; OLLER DO NASCIMENTO, 1998).

O progndstico da gestacdo é influenciado pelo estado nutricional materno
antes e durante a gravidez. A inadequacdo do estado nutricional materno tem
grande impacto sobre o crescimento e desenvolvimento do recém-nascido, pois o
periodo gestacional é uma fase na qual as necessidades nutricionais séo elevadas,
decorrentes dos ajustes fisioldgicos da gestante e das demandas de nutrientes para
o crescimento fetal (ACCIOLY, et al 2002).

Uma inadequacdo do estado antropométrico materno, seja no periodo pré-
gestacional, gestacional ou lactacional, exerce importante influéncia sobre o estado
de saude do concepto (PADILHA et al., 2009; PENFOLD & OZANNE, 2015;
McCURDY et al., 2016). Durante a gestacdo, dietas maternas ricas em gordura
podem prover um rapido crescimento, particularmente relacionado a terceira semana
gestacional. Estudos utilizando modelos de nutricdo materna alterada e insuficiéncia
uteroplacentéria, sugerem que o ambiente gestacional influencia o fen6tipo pés-natal
por meio de alterages epigenéticas in utero envolvidas nas modificacdes covalentes
das histonas e na metilacdo do DNA (SUTER et al.,, 2011). Igualmente, prové
mudancas na atividade de peptideos neurais, que parecem persistir nos seus
descendentes com consequéncias severas em longo prazo nos processos de
memoria e aprendizagem (MIELKE et al.,, 2006; ASHINO et al., 2012). Modelos
animais prévios mostraram que alteragBes nutricionais durante a gravidez e no
periodo pos-natal precoce predispdem os filhotes a desenvolverem desordens
metabdlicas (McCURDY et al., 2009; RAMONIENE et al., 2017). Logo, maes que

consomem uma dieta com o perfil ocidentalizado podem favorecer o aparecimento
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em seus descendentes de fatores como aumento de peso e de adiposidade,
aumento da concentracdo de leptina (SUN et al., 2012) e menor tolerancia a glicose
durante o desmame (CATALANO et al., 2009), alteracdes na expressao de genes e
programacao epigenética (CLAYCOMBE; BRISSETTE; GHRIBI, 2015); formacao
prejudicada do sistema imunolégico e predisposi¢cdo a ocorréncia de processos
inflamatorios (LEIBOWITZ et al., 2012; SASAKI et al., 2014).

Em adicdo, eleva os niveis circulantes de combustiveis metabdlicos que
podem levar a alteracbes na bioenergética cardiaca, resultando em uma
cardiomiopatia diabética (LOPASCHUCK et al., 2010; UPADHYAYA et al., 2017) e 0
risco de desenvolvimento de patologias a nivel do sistema nervoso central (GUILLE-
MOTLEGRIS et al., 2016). A influéncia da dieta materna sobre a vulnerabilidade de
processos inflamatorios na prole parece ocorrer na vida intrauterina por mecanismos
ainda pouco explorados. O estresse nutricional na gestacdo causa alteracoes
adaptativas de sobrevivéncia por meio da programacdo metabdlica
(ALBUQUERQUE et al., 2006), fenbmeno caracterizado por alteracées que ocorrem
durante o periodo critico de desenvolvimento e que produz repercussdes
persistentes na expressdo do fenotipo metabdlico dos descendentes (SUN et al,
2012.; ALFARADHI et al., 2016).

Além da gestacao, o periodo lactacional € de extrema importancia para o
crescimento e desenvolvimento. Em humanos, esta relacionado a construcdo de
preferéncias alimentares e formacédo do sistema imune (TINOCO et al., 2007) e, em
roedores, a elevada taxa de neurogénese, sinaptogénese e morfologia celular
(MORGANE et al., 1993), correspondendo ao periodo de maior vulnerabilidade do
sistema nervoso a insultos ambientais. A dieta da mée, por sua vez, influencia
diretamente na concentracdo de alguns nutrientes do leite materno, onde se tem
como exemplo a quantidade de gordura (TINOCO et al., 2007).

Em animais, Purcell e colaboradores (2011) analisaram a composi¢cdo do
leite materno de ratas que ingeriram dieta hiperlipidica durante a lactacdo e
observaram maior teor de gordura, proteina e energia bruta. Essas observacdes se
assemelham as observadas por Sun et al (2012) de que a dieta materna rica em
gordura durante o periodo de amamentacao € uma fase critica na determinacao de

consequéncias metabdlicas para a descendéncia, a qual parece ocorrer tanto em
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humanos como em animais. O conteudo de &cidos graxos trans (AGT) presente no
leite materno refletem a ingestdo alimentar da nutriz (TINOCO et al., 2007). Em
geral, o leite contém 5% de gordura (LARQUE et al., 2001), porém, de acordo com a
alimentacdo materna, os niveis de AGT podem variar de 1,9 a 7,2% (TINOCO et al.,
2007). Uma relagéao dose-resposta direta foi observada em um estudo experimental,
onde a incorporacdo dos AGT mostrou-se presente no plasma e aorta dos filhotes
(KUMMEROW et al., 2004).

Isto reforca a influéncia que a alimentacdo materna no periodo pos-natal
precoce pode exercer no crescimento, desenvolvimento, resposta imunoldgica e
prevencao de doencgas cronicas na vida adulta de seus filhos. Os efeitos adversos
da dieta tipica dos habitos alimentares ocidentais (rica em acucares simples, frutose
e gorduras saturadas) mostram-se independentes de outros fatores ambientais e
vao além do aparecimento da sindrome metabdlica (ALBUQUERQUE et al., 2006).
Sua influéncia é observada na ocorréncia de estresse oxidativo precoce, acumulo de
gordura e ativacao da c-Jun Nterminal Kinase (JNK) no figado, culminando com o
desenvolvimento da esteatohepatite ndo alcodlica (ASHINO et al., 2012). E, por
alterar a capacidade de depuracdo hepatica, a obesidade acarreta em alteracdes na
dosagem, na frequéncia de administracdo, no tempo de meia vida, tempo de acao,
metabolismo e eliminac@o de diversos farmacos (MATSON, HORTON & CAPINO,
2017).

Du, em 2012, estudando em ratos o efeito da dieta ocidentalizada durante a
gestacdo e lactacdo no leite materno e suas repercussées metabdlicas na prole,
mostrou que esta dieta causa a secrecao de leite inflamatério, rico em acidos graxos
de cadeia longa e saturados (LcS-FAs), o qual ativa a sinalizacdo do Toll-like
receptor 2/4 (TLR2/4-Myd88) que eleva os niveis de citocinas e enzimas pro-
inflamatorias, consequentemente provocando toxicicidade neonatal. Este estudo
demonstrou que a lipotoxicidade induzida pelo leite inflamatorio como resultado da
dieta ocidentalizada, leva a sindrome metabdlica na prole.

Assim, a inadequacdo alimentar durante o periodo gestacional e
lactacional, pode acarretar alteragdes que irdo influenciar o metabolismo da prole.
No Brasil, o fato € preocupante, apesar de poucos estudos terem avaliado o

consumo alimentar das mulheres no periodo de gestacao e de lactacdo. Barros et al,
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observaram que salgados, refrigerantes, acucar e batata frita eram frequentes nas
dietas de gestantes adolescentes (BARROS et al, 2004). O estudo realizado por
Azevedo e Sampaio mostrou uma dieta monotona, com alto teor de lipidios e
inadequacao de carboidratos nessa populacdo (AZEVEDO e SAMPAIO, 2003). A
pesquisa de orcamento familiar (POF) realizada em 2003 ratifica a tendéncia
mundial da preferéncia por alimentos industrializados (ricos em gordura, agucar e
sal). O aumento no consumo destes produtos foi de até 400% em alimentos como
refrigerantes e biscoitos (IBGE, 2004), sendo este ultimo uma das principais fontes
de gordura trans. O consumo de uma alimentacao inadequada durante a gestacgéo e
lactacdo pode acarretar alteracdes nos niveis séricos de glicose e no perfil lipidico. A
dieta de cafeteria, conhecida também como “dieta ocidental” (“Western diet”),
contém um aporte calérico maior, concomitante com o0 aumento da quantidade de
carboidratos e/ou de lipideos (BAYOL et al., 2010; ELAHI et al., 2009).

Dentre as fontes de carboidratos acrescidos aos alimentos industrializados
destaca-se a frutose. Esta, por sua vez, vem sendo adicionada as formulacdes por
ser um edulcorante substituto para a glicose ou sacarose na preparacdo de
sobremesas, condimentos e bebidas carbonatadas (ELLIOTT et al., 2002,
BARREIROS, BOSSOLAN e TRINDADE, 2005).

No entanto, estudos experimentais observaram que Sseu consumo em
excesso tem relacdo com a resisténcia a insulina, dislipidemias, aumento da massa
gorda abdominal (CIOFFI et al., 2017; ZUBIRIA et al., 2017), alterac6es na secrecao
de adipocinas (ZUBIRIA et al., 2016), aumento da lipogénese hepatica (SAMUEL,
2011) e espessamento da camada meédia da artéria mesentérica, indicando
remodelacdo vascular. Adicionalmente encontra-se envolvida na diminuicdo do 6xido
nitrico e aumento da biodisponibilidade ao estresse oxidativo e processos
inflamatorios (TZIOMALOS et al., 2010; PANCHAL et al.,, 2011; MANEESAI et al.,
2016).

Estudos experimentais em ratos que utilizaram esta dieta apontam alteragbes
no metabolismo glicidico, lipidico e na funcdo endotelial mesmo sem alterag6es no
peso (NADERALI et al, 2001). 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
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gordura), isto €, uma proporcdo elevada de gordura dietética por si conduz ao
desenvolvimento de obesidade (MASEK; FABRY, 1959). Na literatura varia dietas
com diferentes composicfes 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 &cidos graxos saturados induzem o fenétipo
tipico de dieta rica em gordura, enquanto que dietas contendo acidos graxos
poliinsaturados w-3 exercem efeitos benéficos sobre composicéo corporal e acédo da
insulina (STORLIEN et al, 1991; STORLIEN et al, 1996; BUETTNER et al, 2006).

Os efeitos dessa dieta sobre a saude da prole vém sendo muito estudado,
mas pouco se conhece sobre as repercussdes no ritmo alimentar circadiano das
proles submetidas a este tipo de dieta na vida perinatal. A gestacdo e lactacdo séo
periodos de formacédo de 6rgaos e sistemas e a nutricdo da mée neste periodo pode
contribuir para promogdo ou prevencdo de morbidades futuras. Assim, estudos
experimentais objetivando avaliar os efeitos da inadequacdo alimentar durante a
gestacao e lactacao e suas repercussdes sdo de grande interesse.

Variacbes diarias, fisiologicas e comportamentais sdo dependentes de
oscilagdes enddgenas que se ajustam a variacdes ciclicas do ambiente externo. A
expressdo comportamental, por conseguinte, se expressa de forma oscilatoria
(recorrente) em vérias frequéncias (BELISIO et al, 2012). A alimentacdo, por
exemplo, é considerada uma variavel biolégica de recorréncia periédica, ou o que se
chama de ritmo bioldgico.

Uma das variaveis ambientais sincronizadoras dos ritmos biolégicos refere-se
aos estimulos néo féticos (ndo mediados pela luz). Sdo estimulos nédo féticos:,
horario da alimentacdo, temperatura do ambiente, umidade (BOULOS; TERMAN,
1980; BOULOS et al, 1996; MROSOVSKY, 1996; REFINETTI, 2006; MELO et al,
2006; BELISIO et al, 2012).

Na natureza, a maioria dos organismos Vvivos vivem ajustados a essas
mudancas ambientais periddicas e tal ajuste é denominado sincronizagcdo. Quando
um ritmo esta sincronizado a um zeitgeber (do alemao “doador de tempo”, € um
estimulo extrinseco que muda ou reinicia, “arrasta”, a fase do reldégio circadiano),

diz-se que o ritmo mantém uma relacdo de fase estavel com a variavel ambiental.
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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 (MELO,
2006).

Ha também os estimulos féticos, isto €, mediados pela luz. A estrutura que
recebe essas informacdes féticas € chamada de nudcleo supraquiasmético (NSQ),
esta localizado no hipotadlamo, 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 proje¢cdes do NSQ néo
explicam todas as alteracdes 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 varidveis que podem interferir na
expressao da ritmicidade circadiana sdo: a temperatura, a umidade e ruidos no
ambiente experimental (BELISIO et al, 2012). O sistema de ritmos circadianos exibe
uma organizacdo que obedece a uma hierarquia. Hierarquia na qual o nucleo
supraquiasmatico ocupa o topo, sendo o NSQ responsavel por sincronizar 0s
relégios periféricos com o ciclo claro/escuro (RUSAK e GROOS, 1982; SAKAMOTO,
NAGASE et al., 1998).

Essas células sdo sincronizadas pela luz captada pela retina via trato retino-
hipotalamico, que regulam além de outros sistemas, o metabolismo energético,
influenciando processos como a ingestdo alimentar e a expressao, secrecédo e
atividade de horménios e enzimas metabdlicas através de sinais neuronais e
enddcrinos (BARCLAY et al, 2012; OISHI; ITOH, 2013). O NSQ € necessario para a
expressao de ritmos circadianos enddgenos e sincronizagdo a luz, e sua lesao
causa perda destes ritmos (VAN ESSEVELDT; LEHMAN; BOER, 2000).

Apés a definicdo de ritmo circadiano outros ritmos foram classificados de
acordo com a frequéncia, sao 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).
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Além da sincronizagdo pela luz, a alimentagdo figura como potente
sincronizador de osciladores periféricos (células osciladoras localizadas em estrutura
externa ao NSQ). Dentre os tecidos e oOrgaos periféricos influenciados pela
alimentacdo podem-se citar tecidos como o sangue, o tecido adiposo, 0 pancreas e
o figado. A modulagédo da atividade das “células do oscilador” pela alimentagao, e,
por conseguinte da expressao 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 alimentacdo como um sincronizador periférico foi
investigada através da expresséao diaria dos genes reldgio (Perl, Per2 e Bmall) em
varias regides hipotalamicas, com a finalidade de determinar se o horario da
restricdo de alimento afeta os genes do relégio em osciladores externos ao sistema
nervoso central (SNC) de forma uniforme. Ratos Wistar foram mantidos em restrigcéo
alimentar (duas horas de acesso diario ao alimento) ou com alimentacéo “ad libitum”
durante 3 semanas. O horario de restricdo alimentar afetou a expressdo dos genes
provocando uma mudanca de fase, ou seja, uma modificagcdo de acordo com a
combinac¢éo de nucleos hipotalamicos e genes direcionados. Esses dados reforcam
gue os 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 antecipatdria diaria aos ciclos de disponibilidade de
alimento. Estudos com atividade antecipatoria arrastada pelo alimento identificaram
essa antecipacdo como uma forma comportamental do FEO para separar do LEO,
localizado no NSQ (CARNEIRO; ARAUJO, 2012).

Somente quando uma quantidade minima de calorias é disponibilizada ao
animal ocorre a sincronizagcdo devido a disponibilidade de alimento (STEPHAN,
1997), apesar da informacdo gustatéria isolada ndo ser suficiente para gerar
sincronizagdo (STEPHAN; DAVIDSON, 1998). Através de diversos hormdnios o

sistema digestério contata a parte central do sistema nervoso, porém a identidade de
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um sinal humoral servindo ao proposito de sincronizagéo através do alimento ainda
nao foi descoberta (CAVALCANTE, 2008).

Quando o alimento é restrito de ratos de laboratorio 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 se limita ao periodo de disponibilidade do alimento (EDMONDS, 1977;
STEPHAN, 1984) e € conhecida como atividade antecipatoria arrastada pelo
alimento. Portanto, o alimento interfere no comportamento e na sincronizacdo de
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 antecipatoria pelo alimento (food antecipatory activity- FAA). Além de
alterar outros comportamentos e ritmos endégenos 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 na fase clara do ciclo desenvolvia atividade antecipatoria da
alimentacdo algumas horas antes do horario do dia em que o alimento era
disponibilizado. Além desse estudo, existem outros autores que demonstraram que o
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 dessincronizacdo entre os reldgios centrais e periféricos como alteracédo 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 distdrbios 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
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energético e de muitas condi¢cdes patoldgicas, incluindo distarbios do sono,
depressdo, sindrome metabdlica e cancer. A hipétese mais plausivel é que a
regulacdo do oscilador circadiano ocorra em via dupla. Enquanto os osciladores
circadianos regulam varias vias metabdlicas, 0 comportamento e a ingestao
alimentar, bem como, a circulagcdo de metabdlitos, podem, por sua vez, regularem
relégios circadianos periféricos (SAHAR; SASSONE-CORSI, 2012).

O comportamento alimentar é controlado pela interacdo entre eventos
psicolégicos (percepcdo de fome, ansias, sensacbes hedobnicas), operacdes
comportamentais (ingestdo de refeigGes, lanches e macronutrientes), e eventos
metabolicos fisiolégicos periféricos e centrais, além dos niveis de
neurotransmissores (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 ingestao alimentar, o
sistema hedbnico ou do circuito de recompensa (prazer) (LUTTER; NESTLER, 2009;
KENNY, 2011). Em geral, alimentos poucos saborosos ndo sdao consumidos em
excesso; enquanto os alimentos considerados palataveis sdo frequentemente
consumidos mesmo ap0s as necessidades energéticas terem sido atingidas
(KENNY, 2011), justamente porgue o controle hedbnico pode se sobrepor ao
controle homeostatico. Alterac6es no tamanho ou na frequéncia da refei¢cdo tém sido
apontadas como fatores modulados da composicao dietética da refeicdo (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
sistemas podem correlacionar-se as alteracdbes no comportamento alimentar
(CAMBRAIA, 2004).
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O hipotadlamo 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 estad associado aos sistemas catecolaminérgico e serotoninérgico,
envolvido no controle circadiano da alimentacdo. Ja o hipotdlamo basomedial e a
expressdo do neuropeptidio Y (NPY) estdo envolvidos de forma direta com o
aumento na ingestdo de alimentos (WHITE; DEAN; MARTIN, 1998), além da
expressdo da Orexina A que aumenta a ingestdo de alimentos e retarda o inicio da
saciedade (RODGERS et al, 2002). O controle da ingestdo energética e a
preferéncia por gordura tem participacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal. Um
estudo com animais demonstrou que a alta preferéncia por gordura pode esta
relacionada a sensibilidade exacerbada ao horménio liberador da corticotropina
(HERMINGHUYSEN et al, 1998).

Os mecanismos de controle da ingestdo alimentar envolvem uma série de
interacbes morfolégicas, moleculares e funcionais. Na regulacdo desse processo,
numerosos peptideos agem como neurotransmissores ou peptideos hormonais
(MORLEY, 1987). Neste contexto, os estoques de seus precursores dietéticos
influenciam os niveis e as possiveis fun¢des de diversos neurotransmissores. As
aminas biogénicas (serotonina, dopamina, noradrenalina, histamina) constituem o0s
principais neurotransmissores, e sdao formadas a partir de aminoacidos como o
triptofano, a tirosina e a histidina, além de acetilcolina e glicina que podem constituir-
se a partir de colina e treonina (YOUNG, 1996). Além das aminas biogéncias, as
orexinas, as quais estdo confinadas a uma populacdo distinta de neurbnios nos
hipotadlamos perifornical, lateral e dorsal, com proje¢cbes para varios nucleos
hipotalamicos vizinhos, bem como diversos locus do prosencéfalo, mesencéfalo e
tronco encefalico, e estas atuam na regulacdo do comportamento de ingestédo
alimentar (RODGERS et al, 2002). Alguns estudos com animais sugerem que a
serotonina também esta envolvida no controle da ingestédo alimentar, a qual em altos
niveis diminui a ingestdo energética total, ou de forma seletiva, reduz a preferéncia
de carboidrato em relacdo a proteina (HOLDER, 1990; LEIBOWITZ, 1992). A
histamina, além de estar implicada em diversos mecanismos fisiolégicos, € um

neurotransmissor que suprime o apetite (KUROSE; TERASHIMA, 1999). A presenca
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de histamina no tecido nervoso inibe a liberacdo de noradrenalina no hipotalamo
causando supressao da ingestdo alimentar e causando uma acdo anorética
(MORIMOTO; YAMAMOTO; YAMATODANI, 2001).

Em condic¢des usuais, o0 alimento é ingerido apos a percepcao da fome e tem
sua ingestdo finalizada quando a sensacdo de saciedade € atingida. Distintos
sistemas séo responsaveis pelo inicio e o término do consumo de alimentos. Esses
sistemas sao regulados por sinais de respostas oriundos do sistema nervoso central
e periférico (que incluem o 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 refeigcéo, o
trato gastrointestinal parece ter maior participacdo na saciedade (estado do
organismo no qual a alimentacdo € inibida, geralmente ap6s alimentado) e no
controle da duracdo da saciedade (BURTON-FREEMAN; GIETZEN; SCHNEEMAN,
1997).

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 alimentacéo,
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 saciagédo/saciedade, a mensuracao do consumo de alimento
por si s6 ndo permite determinar se essas mudancas sao devido a uma alteracdo de
mecanismos fisioldégicos que regulam a ingestdo de alimentos, ou a efeitos néo
especificos (sedacdo, hiperatividade, nauseas, palatabilidade ou aumento da
saciedade) (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998).

A SCS é definida como uma forma mais rigorosa de observacao continua que
permite que a verdadeira duracdo e a real frequéncia de cada comportamento
possam ser determinadas. Observagcdo 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
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tipo de analise comportamental pode melhorar a compreensdo do mecanismo
psicolégico e fisioldgico envolvido na regulacdo do comportamento alimentar
(HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998; OLIVEIRA et al, 2011). Em uma
revisdo da literatura, foi demonstrado que a SCS mostrou ser uma ferramenta solida
para estudar manipulagbes no comportamento alimentar (OLIVEIRA; SOUZA;
MANHAES-DE-CASTRO, 2011).

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 fungao do ciclo de claro/escuro (TALLETT; BLUNDELL; RODGERS,
2009) sobre o comportamento alimentar precoce ou tardio.

Através dos estudos com SCS foi observado que a desnutricdo proteica
durante a gestacéo e lactacdo promove em prole jovem uma hiperfagia associada ao
aparecimento tardio da saciedade, um aumento no tamanho da refeicdo e reducao
da laténcia para comer (tempo gasto para iniciar a alimentacdo). Em associagéo, 0s
autores também encontraram no grupo desnutrido uma elevada expressdo de
peptideos orexigenos (proteina Agouti e NPY) e uma reducdo na expressao de
peptideos anorexigenos (pré-opiomelanocortina) no hipotalamo. Em uma segunda
avaliacdo da SCS aos 180 dias de vida, os ratos do grupo desnutrido persistiram
com um maior tamanho de refeicAo 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 o0 grupo desmamado
precocemente (ao 15° dia de vida pos-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 pos-natal).

A SCS também foi estudada segundo as fases de claro e escuro no ciclo 24hs
(TALLETT; BLUNDELL; RODGERS, 2009). Ratos machos foram testados quanto a
ingestao 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 locomocéo, higiene e

limpeza (maior na fase escura).
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Portanto, este estudo teve como escopo avaliar os efeitos da restricdo de
alimento segundo a fase do ciclo claro/escuro e/ou da composi¢cao nutricional da
dieta materna durante a gestacdo e lactacdo sobre o estado nutricional, ritmo
alimentar, parametros metabdlicos e aspectos do comportamento alimentar na prole

de ratos adultos apos a restricdo de alimento.
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3 HIPOTESES

« A dieta ocidentalizada das méaes durante a gestacdo e lactacdo causa
excesso de peso e de gordura corporal, alteracbes no metabolismo e no

comportamento alimentar dos descendentes machos;

* A restricAo alimentar durante 8 horas da fase escura provoca nos
descendentes machos adultos, aumento de peso corporal e de gordura
abdominal, hiperglicemia e hiperlipidemia e, modificacdo da sequéncia
comportamental de saciedade independentemente da dieta materna no
periodo de gestacédo e lactacao;
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4 OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da dieta materna na gestacao e lactagdo em descendentes
machos que sofreram restricdo alimentar nas primeiras 8 horas da fase escura do
ciclo de 24 horas sobre o ritmo alimentar, parametros fisio-metabdlicos e aspectos

do comportamento alimentar.

4.2 .OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos adultos submetidos a restricdo de alimento ou ndo, com
modificacdo da composicdo dietética durante a vida perinatal ou ndo, os
seguintes parametros:

e O padréao circadiano da alimentacéo;

e O estado nutricional ao longo do periodo experimental;

e A curva circadiana da glicose sanguinea e a tolerancia oral a glicose antes e ao
final de 8 semanas de restricdo do alimento.

e A sequéncia comportamental de saciedade ao final de 8 semanas de restricdo

temporal do alimento.



31

5 MATERIAS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Nutricdo do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) localizado na Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE, e no Laboratoério de Doencgas Metabdlicas e Nutricionais do Departamento de
Medicina Veterinaria, localizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE.

Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram submetidos
a andlise e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o numero de protocolo 0036/2016
(ANEXO A) e estédo conforme as resolucdes e diretrizes determinadas pelo CONCEA
(Conselho Nacional de Controle Experimentacdo Animal). Os animais foram
mantidos em condicdes padrdes para biotério sob temperatura de 22+1°C, umidade
relativa de 60% e ciclo de luz invertido: fase clara (20:00 as 8:00h) e fase escura
(8:00 as 20:00h).

5.1. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 16 ratas fémeas primiparas (Peso pré-gestacional 230
1+5@), da linhagem Wistar (Rattus novergicus), e 8 ratos Wistar machos (Pesando
450 £10g) em idade fértil advindos da colénia do Departamento de Nutricdo da
UFPE. Estes foram acasalados (proporcdo de duas fémeas para um macho) e a
gestacdo confirmada pela visualizacdo de espermatozéides na secre¢do vaginal e

aumento do peso corporal das fémeas.

As matrizes foram pesadas e iniciaram a dieta ocidentalizada para o grupo
experimental ou permaneceram na dieta padrao de biotério (dieta comercial) para o
grupo controle assim que a gestagéo foi confirmada e desta forma prosseguiu-se até
o final do periodo de lactacdo (21 dias de nascimento da prole). Apds o hascimento,
as ninhadas foram compostas por 8 filhotes (machos:fémeas na proporc¢ao de 4:4 ou
4:3). Aos 22 dias de nascidos, estes filhotes provenientes destas fémeas foram

desmamados e alojados em gaiolas coletivas (4 animais por gaiola) de acordo com a
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dieta recebida pelas genitoras. Ap6s o desmame todos os filhotes passaram a
receber dieta padrédo de biotério.

Aos 30 dias de vida, os filhotes foram separados em gaiolas individuais para
adaptacdo (antes do inicio do periodo experimental) e foram mantidos nesta
condicdo ao longo de toda a pesquisa. Aos 60 dias de vida iniciou-se a fase
experimental com restricdo no tempo de alimentacdo ou n&o dos animais nas
primeiras 8 horas da fase escura do ciclo (a partir das 8:00 horas da manh3,
Zeitgeber = 12 as 16:00 horas da tarde, Zeitgeber = 20) por um periodo de 60 dias
(120 dias de vida dos animais). Assim, obteve-se um total de quatro grupos de ratos
machos (9-12 em cada), recebendo dietas ad libitum nas fases claro e escuro do
ciclo ou tendo sua ragéo restrita nas primeiras 8 horas da fase escura do ciclo O
desenho esquematico encontra-se abaixo delineado (Figural). Os nomes dos
grupos foram estabelecidos em funcdo da dieta utilizada na gestacdo e lactacéo e
da variavel restricdo do horéario da dieta.

Foram utilizados 42 ratos adultos da linhagem Wistar, advindos das matrizes
acima citadas que compuseram o0s grupos: (C, n=9) = grupo controle por todo o
periodo experimental; (Cr, n=10) = grupo controle com dieta privada por 8 horas
diarias a partir dos 60 dias de vida; (O, n=11) = grupo com dieta ocidentalizada
durante a vida perinatal e padrao de biotério p6s desmame; (Or, n=12) = grupo com
dieta ocidentalizada durante a vida perinatal e padréo de biotério pds-desmame com
dieta restrita por 8 horas diarias a partir dos 60 dias de vida. O cronograma

experimental encontra-se descrito na tabela 1.

PROLE ¢ Apartird5 Il GRUPOS
dias de vida
Matrizes
- C
(n=16) Grupos Grupo Controle (n=9)
CONTROLES
(n=19) Grupo Controle I:> Cr
Restrito (n=1 O)
X =
G
Grupos Ociderrlltjsl?zado '=> (n_C?] 1)
Patriarcas OCIDENTALI- -
(n=8) ZADOS Grupo
(n=23) Ocidentalizado I:> Or
Restrito (n=12)
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Figura 1- Desenho experimental do estudo segundo dietas, periodo e grupos formados. C- Grupo
Controle; Cr- Grupo Controle com Restricdo do alimento a partir dos 60 dias de vida; O- Grupo Dieta
Ocidentalizada durante o periodo perinatal; Or- Grupo Dieta Ocidentalizada durante o periodo
perinatal com Restricao do alimento a partir dos 60 dias de vida.

Tabela 1. Cronograma de execugao experimental
DIAS DE VIDA DO ANIMAL  EVENTO

22 DIAS Desmame/ a partir de entdo todos os animais foram
alimentados com ragéo padréo de biotério

30 DIAS Animais separados em gaiolas individuais

45 DIAS Inicio do periodo experimental (TOTG, Glicemia e consumo 4
em 4h)

+60 DIAS Inicio da restricdo de racdo para os grupos Cr e Or (das 8

horas da manha as 16 horas)

+120 DIAS Inicio dos experimentos finais pos-intervengdo (TOTG,
Glicemia e consumo 4 em 4 horas, SCS) e eutanasia.

5.2. COMPOSICAO E HORARIO RESTRICAO DA DIETA

As matrizes do grupo controle receberam dieta padrdo de biotério® (23% de
proteina e 3,6 kcal/g- Tabela 2) durante toda a vida. As matrizes do grupo
ocidentalizado receberam dieta padrao de biotério até o diagnéstico da gestacéo, e
apos a constatacdo da prenhez, estas passaram a receber a dieta experimental
“ocidentalizada” formulada a partir da adaptacao do estudo de Cavalcante et al
(2013), até o final do periodo de lactacéo (21 dias pos-parto).

Ap6s o desmame (a partir do 22° dia de vida da prole), todos os filhotes
passaram a receber dieta padrao de biotério ad libitum. A partir do 60° dia de vida os

grupos controle (C) e ocidentalizado (O) se alimentaram ad libitum por todo o ciclo
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de 24 horas e grupos controle (Cr) e ocidentalizado (Or) que apesar de ter a dieta
disponibilizada, tiveram uma restricdo temporal alimentar, ou seja, a dieta foi
ofertada ao animal ap6s 8 horas de iniciado o ciclo escuro, sendo oferecida a
vontade até o horario de 8 horas da manha do dia seguinte. A quantidade de racao
ofertada aos grupos restritos foi a mesma dos grupos controle e ocidentalizados. O
consumo alimentar (g) foi obtido pela diferenca entre a quantidade de alimento
oferecido e o rejeitado.

A racao ofertada durante todo o periodo experimental foi o preconizado pelo
American Institute of Nutrition-93 (AIN-93), sendo a contribuicdo dos
macronutrientes, em relacdo ao valor energético total - tabela 2. A dieta

experimental ocidentalizada foi baseada na AIN-93 para crescimento (AIN-93G).

Tabela 2. 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)
Ocidentalizada 21 45 34 46

(crescimento)
Comercial 26 63 11 3,6

*Os calculos da composicdo 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¢do centesimal final das dietas é realizada pelo
Laboratorio de Experimentagcdo e Andlise de alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricdo da
UFPE. Das fontes de carboidratos totais, 22% corresponderam a frutose

Tabela 3. Composicao centesimal da dieta experimental ocidentalizada

Constituintes Dieta ocidentalizada
(9%) (crescimento)
Amido de milho 8,00
Racédo comercial de biotério 8,00
Biscoito tipo maisena de 5.00
chocolate
Farinha de soja 3,00
Caseina 20,00
Celulose 2,00
Oleo de milho -
Oleo de soja 4,00

Banha 5,0
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Manteiga com sal 3,00
Margarina (85% lipidio) 4,00
Creme de leite (20% lipidio) 4,00
Frutose 10,00
Aclcar 15,00
Sais — mix mineral 2,50
Vitaminas 0,70
Colina 0,25
Metionina 0,25
BHT (butil hidroxitolueno) = 0,0014
0,14mg
NaCl (39,34% de Na) 0,30
Glutamato Monossédico 100
(12,3% de Na) '
% Kcal 406,87

Fonte: o autor, adaptado de Cavalcante et al, (2013).

PROCEDIMENTOS
5.3. AVALIACAO DO PESO

A afericdo do peso corporal foi realizada semanalmente desde o desmame
até o final periodo do experimental. O procedimento foi realizado na balanca
eletrbnica digital, marca Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima 500g (menor
diviséo 0,001g).

5.4. CONSUMO ALIMENTAR E CURVA GLICEMICA

A quantificacdo da ingestao alimentar foi realizada a cada 4 horas do ciclo de
24 horas. O animal, previamente ambientado, foi acompanhado durante 4 dias e a
média do registro de 4 dias consecutivos foi analisada (Figura 2). Dessa forma, foi
obtido o padrdo de consumo circadiano e o total de racdo consumida em cada
fotoperiodo dos grupos com dieta padréo ad libitum e com restricdo temporal de
alimento na fase escura do ciclo (ao término do periodo de 8 semanas com a

restricdo de alimento).
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Em paralelo, foi realizada a curva circadiana da glicose durante 1 dia em
todos os grupos nos mesmos intervalos de tempo (a cada 4 horas) de controle do
consumo alimentar apds o periodo de restricdo de alimentos.

O consumo circadiano da alimentacédo e a curva glicémica a cada 4 horas, foi
utilizado para observar a associagdo entre ritmicidade alimentar e glicémica
(NASCIMENTO et al, 2013) em func¢éo do ciclo e da restricdo de alimento antes e
apos o periodo de restricdo de alimentos.

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 Zeitgebers serdo
denominados segundo os fusos horarios dos ciclos, comecando ZTO no primeiro

intervalo do periodo da fase clara do ciclo.

20:00h 24:00h 04:00h 08:00h

Y4 Y4 Z
0 4 8 224

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

4 A Z Z

12 16 20 24

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

5.5. TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado entre os dias 45 e 60
dias de vida antes periodo de restricdo de alimento, e entre os dias 120 e 130 de

vida, ao final do periodo de restricdo do alimento, no fotoperiodo claro e escuro em
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todos os grupos. O animal foi submetido a um jejum de 6 horas (iniciado no
Zeitgeber 12, para a fase escura do ciclo e no Zeitgeber 0, para a fase clara) e, apés
esse periodo, foi coletada a primeira amostra de sangue (tempo 0) para dosagem da
glicose basal com uso do aparelho Accu-Check Performa®. Posteriormente, foi
administrado por gavagem uma solugéo 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).

5.6TESTE COMPORTAMENTAL: SEQUENCIA COMPORTAMENTAL DE
SACIEDADE

O comportamento alimentar foi mensurado atravées da Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS) determinada por Halford, Wanninayake e
Blundell (1998). Os animais foram submetidos ao teste comportamental (SCS) apo6s
o periodo de restricdo de alimentacdo de 8 horas diarias ( do Zeitgeber 12 ao
Zeitgeber 20) durante 8 semanas quando 0s animais apresentavam uma meédia de
120 dias de vida.

A metodologia utilizada para realizacdo da SCS consiste em colocar o animal
em uma gaiola transparente para observacdo permitindo a plena expressdo da
sequéncia. Para a realizagcdo do teste, os animais foram mantidos em gaiolas
individualizadas transparentes em restricdo alimentar por 2 horas (iniciada as 08:00
horas da manh&d) na fase escura do ciclo, a partir de metodologia adaptada de
Halford, Wanninayake e Blundell (1998) antes da oferta de alimento com peso
determinado. Pesos do animal e da ragao foram realizados antes, e, ao final de cada
sequéncia (apés 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

duracéo (em segundos) dos seguimentos comportamentais:
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Alimentacéo: registro iniciado quando o rato aproxima-se do comedouro e inicia
a ingestdo de racédo. A finalizacdo foi determinada no momento em que o rato
abandona o comedouro.

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 regiao ventral, dorso e patas posteriores.

Repouso/Descanso: quantificado 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 duracdo, frequéncia, tempo médio de ingestdo de alimento, 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
racdo oferecida e rejeitada (g) durante o periodo de uma hora de registro da
SCS.

Taxa de alimentacéo: foi determinada a partir da relagdo entre a quantidade total
de alimento ingerida pelo tempo de registro de alimentagao (g/min).

5.7 AVALIACAO POST-MORTEM

Apos a realizagdo da SCS no periodo de restricdo alimentar, entre os 130 e

140 dias de vida, os animais foram submetidos a eutanasia. Apos jejum entre 12 e

14 horas, os animais foram sacrificados por excesso de anestésico (Ketamina,

40mg/kg e Xilazina, 5mg/kg), para realizacdo de uma laparotomia mediana.

5.7.1. Determinacao do perfil bioquimico e hematoldgico
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Apéds a aplicacdo dos anestésicos, uma incisdo vertical na regido abdominal
foi realizada para obtencdo de amostras sanguineas (5mL), através de puncgéo
intracardiaca, para determinacdo das variaveis bioquimicas [Glicemia de jejum,
colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL), Aspartato aminotransferase
(AST) e Alanina aminotransferase (ALT) e Creatininal].

A amostra sanguinea foi centrifugada a 2500g/ 20 min para obtencdo do soro
e, em seguida armazenada em freezer, a -20°C, para posterior anadlise. As analises
bioquimicas foram realizadas no Departamento de doencas metabdlicas e
nutricionais da Universidade Federal Rural de Pernambuco, através do uso de um
analisador automatico Labmax 400® e reagentes labtest®.

5.7.2. Avaliacdo de peso umido de 6rgéos e gordura abdominal

O figado e gordura abdominal foram pesados em balanca digital de precisédo

Marte® AL200, com capacidade méaxima de 200g e variacao de 0,01g.

5.8. ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica e construcado dos graficos foram realizadas no software

Graphpad Prism® 5.0 e os resultados obtidos expressos em média + desvio padrao.

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
analise de peso corporal e consumo alimentar tendo a restricdo 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 os grupos. Para andlises com apenas uma
variavel, foi utilizada a Andlise de variancia (ANOVA) one-way seguida do pds-teste
de Tukey quando detectada diferenca entre os grupos. Considerado para fins

estatisticos o nivel de significancia p<0,05 (5%).
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6 RESULTADOS

6.1. MASSA CORPORAL DURANTE A LACTACAO

A andlise do peso corporal ao nascer, observou-se que houve uma diferenca
estatisticamente significativa quando comparado o grupo advindo de mées com dieta
controle aos filhotes de mées que consumiram dieta ocidentalizada, tendo essa prole
apresentado peso 11,4% (Tabela 4) menor do que a ninhada provinda de matrizes
com dieta padrdo de biotério durante a gestacdo. A afericio da massa de peso

corporal ao vigésimo-primeiro dia, ndo apontou diferencas estatisticas significantes.

Tabela 4. Peso ao nascer e ao desmame de ratos submetidos a dieta ocidentalizada na vida
perinatal

Dia do nascimento (dia 0) Dia do desmame (dia 21)
Prole controle | Prole ocidentalizada | Prole controle | Prole ocidentaliza
Peso (g) 6,2 7* 49,96 (+5,9) 51,56
(+0,16) (+0,48) (2,7)

ANOVA one-way seguida do teste de Bonferroni. * vs O (p<0,05). Valores expressos em média e
desvio padrdo da média.

6.2. CURVA GLICEMICA ANTES DO PERIODO DE RESTRICAO TEMPORAL DO
ALIMENTO

A obtencado da curva glicémica (Figura 3) dos grupos antes do periodo de
restricdo temporal de alimento, realizada em intervalos a cada 4h, ndo mostrou

diferencas estatisticas.
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Figura 3- Curva glicémica de 4 em 4 horas antes da privacéo de alimento (45 a 60 dias
de vida): Grupos: C = Grupo Controle (circulo aberto); Cr = Grupo Controle com restricéo
temporal de alimento (quadrado cinza); O = Grupo Dieta Ocidentalizada durante a gestacéo
e lactagao (triangulo cinza claro); Or = Grupo Dieta Ocidentalizada Durante a Gestagéo e
Lactacdo com restricdo temporal de alimento (triangulo invertido escuro). ANOVA two way
seguido de teste de Bonferroni.

6.3. TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (TOTG) ANTES DO PERIODO
DE RESTRICAO TEMPORAL DO ALIMENTO

A partir do teste oral de tolerancia a glicose, realizado antes do periodo de
restricdo temporal do alimento, na fase clara (Figura 4A) e na escura (Figura 4B) do

ciclo de 24 horas, foi observado que ndo existem diferengas entre os grupos.
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Figura 4- Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG, A e B) e area sob a curva de
glicose intergrupos segundo a fase de claro (C) e de escuro (D). Grupos: C = Grupo
Controle claro (circulo aberto); Cr = Grupo Controle com restricdo temporal de alimento claro
(quadrado fechado); O = Grupo dieta Ocidentalizada durante a gestacéo e lactacdo claro (triangulo
claro); Or = Grupo dieta Ocidentalizada durante a gestacdo e lactagdo com restricdo temporal de
alimento claro (triangulo invertido escuro). (B) Grupos: C = Grupo Controle escuro (circulo aberto); Cr
= Grupo Controle com restricdo temporal de alimento escuro (quadrado fechado); O = Grupo dieta
Ocidentalizada durante a gestacdo e lactagdo escuro (triangulo claro); Or = Grupo dieta
Ocidentalizada durante a gestacéo e lactagdo com restricdo temporal de alimento escuro (triangulo
invertido escuro). ANOVA two way medidas repetidas para TOTG e ANOVA one way para area sob a
curva, seguido do pos-teste de Bonferroni. (p<0,05).

6.4. RITMO ALIMENTAR ANTES DO PERIODO DE RESTRICAO TEMPORAL DO
ALIMENTO

Na figura 5, pode-se observar que ndao houve diferenca no ritmo de
consumo de alimentos a cada 4 horas ao longo de 24 horas entre 0s grupos
estudados. Todos os grupos seguiram o padrao circadiano de alimentacdo com
picos de ingestado alimentar no Zt12, fase correspondente ao inicio da fase escura e

no Zt20, fase que corresponde ao final da fase escura do ciclo de 24h.
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Figura 5- (A) Média da Ingestéo alimentar a cada 4 horas ao longo de 4 dias segundo

dieta durante a gestacdo e lactacdo e restricdo temporal da ragcdo. Grupos: C = Grupo
Controle (circulo aberto); Cr = Grupo Controle com restricao temporal de alimento (quadrado escuro);
O = Grupo dieta Ocidentalizada durante a gestacéo e lactacdo (triangulo claro); Or = Grupo Dieta
Ocidentalizada durante a Gestacéo e Lactacdo com restricdo temporal de alimento (tridngulo escuro
invertido). 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). Valores representados em média e desvio padrdo da média;

6.5. MASSA CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR DURANTE O PERIODO DE
RESTRICAO TEMPORAL DE ALIMENTO

A avaliagcdo do acompanhamento da massa corporal revelou que o grupo
Ocidentalizado sem restricdo apresentava maior peso que o controle a partir da
72 semana de acompanhamento, e, que o grupo Or mostrou menor peso que o

grupo O apenas na 82 semana. (Figura 5).
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Figura 5- Evolucado ponderal do peso corporal durante o periodo experimental Grupos:
C = Grupo Controle (circulo aberto); Cr = Grupo Controle com restricdo temporal do alimento
(quadrado cinza); O = Grupo Dieta Ocidentalizada durante a gestacdo e lactagdo (triangulo cinza
claro); Or = Grupo Dieta Ocidentalizada durante a gestacdo e lactacdo com restricdo temporal de

alimento (triangulo invertido escuro). ANOVA two way seguido de teste de Bonferroni. * vs grupo
controle ® vs grupo O

O controle da ingestdo de alimentos durante o periodo de restricdo temporal
de racdo demonstra que 0s grupos restritos ndo aumentaram seu consumo na fase
clara do ciclo (6A) mostrando-se semelhante aos grupos nao restritos, e, como
esperado tem reduzida ingestdo na fase escura do ciclo (6B), o que culmina em
menor consumo diario de alimento quando comparado aos respectivos controles
sem restricdo (6C). N&o foram observadas diferencas de ingestéo de alimento entre

0s grupos C vs O e entre o Cr vs Or.(C).
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Figura 6- ingestdo alimentar por fase (clara ou escura) ao final do periodo da restricéo
alimentar. (A) ingestdo alimentar fase clara; (B) ingestdo alimentar fase escura; (C) Ingestéo
alimentar total de 24 horas. Grupos: C = Grupo Controle (barra branca); Cr = Grupo Controle com
restricdo temporal do alimento (barra cinza clara); O = Grupo Dieta Ocidentalizada durante a
gestacéo e lactacdo (barra cinza escura); Or = Grupo Dieta Ocidentalizada com restricdo temporal do

alimento (barra preta). ANOVA one way seguido do pos-teste de Bonferroni. (p<0,05). *vs C ou O;

6.6. CURVA GLICEMICA AO FINAL DO PERIODO 8 SEMANAS DA RESTRICAO
ALIMENTAR TEMPORAL

A obtencdo da curva glicémica de um ciclo de 24h (figura 7) nos permitiu
observar que tanto os grupos com dieta ad libitum (comercial e ocidentalizada),
quanto os grupos restritos ndo diferem na fase clara do ciclo (Zt0 a Zt8). A partir da
fase escura do ciclo (Zt12), foi observada menor glicemia do grupo Cr comparado ao
C por todo o periodo (Zt12, Zt16 e Zt20), bem como do grupo O em Zt16 e Zt20 e do
grupo Or em Zt12 e Zt16.
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Figura 7- Curva glicémica de 4 em 4 horas no periodo de privacao de alimento: Grupos:
C = Grupo Controle (circulo aberto); Cr = Grupo Controle com restricdo temporal de alimento
(quadrado cinza); O = Grupo Dieta Ocidentalizada durante a gestacéo e lactacao (triangulo claro); Or
= Grupo Dieta Ocidentalizada Durante a Gestacdo e Lactacdo com restricdo temporal de alimento
(triangulo invertido escuro). ANOVA two way seguido de teste de Bonferroni.*vs C.

6.7. RITMO ALIMENTAR AO FINAL DO PERIODO DE RESTRICAO ALIMENTAR
TEMPORAL

Ao se avaliar o ritmo alimentar, observou-se menor consumo de Cr comparado
ao C por toda a fase escura (Zt12, Zt16 e Zt20), bem como do grupo Op nos
mesmos intervalos (Zt12, Zt16 e Zt20) tanto comparado ao C quanto ao O. Entre Cr
e Or nao se observaram diferencas na ingestéo. (Figura 8). Para os grupos restritos,
era esperada a diferenca em Zt12 e Zt16 visto que estdo sem acesso ao alimento.
E, tanto o Cr quanto o Or ingerem respectivamente 29% e 22% a mais no Zt20 que

seus pares nao restritos. (Figura 8)
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Figura 8- Ingestdo alimentar a cada 4 horas ao longo de 4 dias segundo dieta durante
a gestacao e lactacdo e ao final de 8 semanas de privacdo de alimento. Grupos: C =
Grupo Controle (circulo aberto); Cr = Grupo Controle com restricdo temporal de alimento (quadrado
escuro); O = Grupo Dieta Ocidentalizada durante a gestacao e lactagéo (triangulo claro); Or = Grupo
Dieta Ocidentalizada durante a Gestacédo e Lactagdo com restricdo temporal de alimento (triangulo
escuro invertido). ZT0= 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). Valores representados em média erro padrdo da média; *vs grupo C; *vs grupo

Cr; Bys grupo O;
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6.8. TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE DURANTE PERIODO DE
RESTRICAO ALIMENTAR TEMPORAL

A partir do Teste oral de tolerancia a glicose realizado na fase clara (9A) e na
fase escura (9B) do ciclo de 24 horas ap0s 8 semanas de restricdo alimentar
temporal (Figura 9), ndo se observou diferencas entre os grupos na fase escura,
mas, foram observadas diferencas na fase clara. Apés 60 minutos da administracéo
da carga de glicose o grupo Or mostrou reduzidos valores comparados ao O e ao C.
Aos 90 minutos o grupo Or foi menor que o grupo O e este maior que o grupo C. Os
grupos Cr e Or nao diferiram entre si. Aos 60 e 90 minutos o grupo O foi maior que
Cr e, o Or foi menor que o C aos 60 minutos. (Figura 9B).

Quando observada a area sob a curva de glicose (Figura 10 C,D) na fase clara
do ciclo de 24 horas, notou-se uma diferenca significativa do grupo O, quando
comparado aos grupos Cr e Or. Na fase escura, ndo houve alteracdo em relacdo a

area sob a curva.
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Figura 9- (A,B)Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e (C,D) area sob a curva de glicose
intergrupos segundo a fase de claro (A,C) e de escuro (B,D). (A) Grupos: C = Grupo Controle
claro (circulo aberto); Cr = Grupo Controle restricdo temporal do alimento claro (quadrado fechado); O
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= Grupo dieta Ocidentalizada durante a gestacdo e lactacdo claro (tridngulo claro); Op = Grupo dieta
Ocidentalizada durante a gestacdo e lactacdo com restricdo temporal de alimento claro (tridngulo
invertido escuro). (B) Grupos: C = Grupo Controle escuro (circulo aberto); Cr = Grupo Controle com
restricdo temporal de alimento escuro (quadrado fechado); O = Grupo dieta Ocidentalizada durante a
gestacdo e lactacao escuro (triangulo claro); Or = Grupo dieta Ocidentalizada durante a gestacéo e
lactacdo com restricdo temporal de alimento escuro (triangulo invertido escuro). ANOVA two way
medidas repetidas para TOTG e ANOVA one way para area sob a curva seguido do pés-teste de
Bonferroni. (p<0,05). A = * VS Controle ; *vs Cr; ®vs O (C # O aos 90min; C # Or aos 60min; Cr # O
em 60 e 90min; O#Or em 60 e 90min; 0 # Cr ; °Or#o0.

6.9. SEQUENCIA COMPORTAMENTAL DA SACIEDADE

Com a finalidade de avaliar se a manipulag&o nutricional no inicio da vida com
e/ou a restricdo de alimento na fase escura altera o padrao de frequéncia, tamanho,
duracéo de refeicdo, etc., foi utilizada em um Unico momento a SCS para verificar a
natureza do comportamento alimentar durante 1 hora de observacéo. Foi observado
gue a restricdo de alimentos e/ou a dieta materna ndo causou perda da estrutura
natural do comportamento alimentar caracterizada por um estado inicial de
alimentacdo seguido de uma transicdo entre periodos de descanso intermediados
por comportamentos de limpeza e exploragéo (figura 10). Contudo, comparando Cr
com C observa-se um adiantamento no disparo da saciedade (Figura 10 C e D) com
estes animais ingerindo uma menor quantidade de alimento/energia por kg de peso

corporal e uma menor taxa ou velocidade de alimentacéo (Tabela 5).

O grupo O e Or, cujas méaes receberam dieta ocidentalizada na gestacédo e
lactacdo mostraram evidente adiantamento do disparo de saciedade (10 E e F),
maior taxa de alimentacdo e menor duragéo do tempo de alimentagcdo comparados
ao controle, o que demonstra uma maior velocidade de ingestdo sem diferencas na
quantidade de energia ingerida (Tabela 5). Mas, a restricdo temporal do grupo Or
comparado ao grupo O causou um retardo do ponto de saciedade, mas nao alterou
0os demais parametros avaliados. Os descendentes de maes com dieta
ocidentalizada na vida perinatal mostraram independente da restricdo, consistente
alteracdo do comportamento alimentar comparado ao controle. Assim pode-se inferir
gue a dieta ocidentalizada materna por si modifica em longo prazo o comportamento
alimentar dos descendentes, e, que a restricdo temporal de alimento foi mais
agressiva a mudancas de comportamento alimentar no grupo com dieta controle do

qgue no grupo alimentado com dieta ocidentalizada.
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Figura 10- Sequéncia comportamental de saciedade de ratos adultos oriundos de maes
expostas a dieta ocidentalizada ou controle na gestacao e lactagdo e com privagédo temporal
de alimento. Os periodos correspondem aos 12 intervalos de tempo de 5 minutos que
compdem o teste. As colunas representam a propor¢do do numero total de observacdes de
comportamento por cada intervalo de tempo. C = (AB) Grupo Controle; Cr = (CD) Grupo Controle
com restricdo temporal do alimento; O = (EF) Grupo Dieta Ocidentalizada na gestacéo e lactacéo; Or
= (GH) Grupo Dieta Ocidentalizada na gestacao e lactacdo com restricdo temporal do alimento.

Tabela 5. ParAmetros da microestrutura da refeicdo de ratos adultos oriundos de maes
expostas a dieta ocidentalizada ou controle na gestacéo e lactacdo e com restricdo temporal
de alimento

C Cr O Or
Tamanho (kcallkg de 65,33 46,15 50,00 67,46
da refeicdo peso) (+15,81) (¥15,91) (¥19,8) (29,78)
Taxa de (kcal/min) 1,14 (#0,24) 1,03 (+0,28)* 2,30 (x0,57)* 3,63 (x0,69)*
alimentacao (g/min) 0,31 (x0,06) 0,28 (+0,08)* 0,63(x0,16)* 1,00 (+0,19)*
Duracéo da : . N
Refeicio (min) 18,97 (5,48) 15,41(6,15) 6,54 (2,84) 7,14 (1,43)

Grupos: C = Grupo Controle (n=9); Cr = Grupo Controle com restricdo temporal do alimento(n=10); O
= Grupo dieta Ocidentalizada durante a gestagéo e lactacdo (n=11); Or = Grupo dieta Ocidentalizada
durante a gestacdo e lactacdo com restricdo temporal do alimento (n=7). ANOVA one way para
tamanho da refeicdo e duracéo da refeicdo seguido do pos-teste de Tukey (p<0,05).

6.10. ANALISES DE PARAMETROS BIOQUIMICOS POST-MORTEM

A andlise estatistica revelou diferenca na glicemia de jejum em funcao da
dieta perinatal, mas sem efeito em funcdo da restricdo temporal alimentar ou em
associacdo com a intervencao dietética perinatal (Tabela 6). Este mesmo efeito
foi observado sobre as taxas de triglicérides para os grupos ocidentalizados.
Quanto ao colesterol total, creatinina, proteina total e ureia sérica, nao houve
alteracdo nem em funcdo da dieta perinatal e nem pela restricio temporal
alimentar a posteriori. Quanto as enzimas associadas a danos hepaticos, apenas
a ALT, mais especifica do tecido hepético, mostrou-se alterada em funcdo da

restricdo temporal associada a dieta perinatal (Tabela 6).

Tabela 6. Perfil bioquimico do soro de ratos adultos oriundos de maes alimentadas com
dieta ocidentalizada durante a gestacao e lactacdo submetidos ou n&o a restricdo temporal de
alimento

C Cr O Or

Glicemia (mg/dL) 138,7(x20,75) 146,9(x25,88) 183,1(+32,6)* 164,2(+30,03)
Triglicerideos 27,10(x8,48) 35,66(x12,64) 45,97(x11,73)* 46,8(x14,47)*
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(mg/dL)
Colesterol (mg/idL)  56,93(+9,98) 61,73(£16,73) 62,54(+11,59) 58,31(+11,34)
Creatinina (mg/dL) 0,25(x0,07)  0,29(x0,05)  0,29(0,07) 0,28(+0,06)

Proteina (g/dL) 6,6(x0,37) 6,8(+0,32) 6,7(x0,32) 6,7(+0,44)
Uréia (mg/dL) 36,41(+4,8)  37,40(5,7)  38,22(+7,3)  39,53(16,46)
AST (U/L) 146,2(+32,39) 132,6(+20,08) 151,1(x17,54) 164,1(+41,49)
ALT (U/L) 57,58(+12,81) 44,59(x9,59) 55,9(x14,06) 59,68(x12,13)"

Grupos: Grupo Controle (C); Grupo Controle com restricdo temporal de alimento (Cr); Grupo Dieta
ocidentalizada durante a gestacéo e lactacdo (O); Grupo dieta ocidentalizada durante a gestacdo e
lactac@o com restricdo temporal do alimento (Or). ANOVA one-way seguido do teste de. Tukey * vs C
*vs Cp (p<0,05). Valores expressos em média + DPM.

Na tabela 7, observa-se que a gordura gonadal, retroperitoneal e
abdominal total, mostraram-se maiores no Grupo Ocidentalizado comparado ao
controle, e o grupo Or exibe uma maior gordura abdominal total. Contudo,

nenhuma diferenca foi observada no peso relativo do figado.

Tabela 7. Peso relativo de 6rgdos e gordura abdominal de ratos submetidos a restricdo
temporal de alimento.

Orgéos/gordura
(g/100g peso) = cr © or
Figado 3,22(+0,5) 2,79(x0,1) 2,9(0,26) 2,8(+0,5)
Gordura abdominal 1,88(x0,82) 2,36(x1,05) 3,56(x1,16)* 3,12(x0,64)*
Gordura gonadal 0,88(+0,36) 1,13(x0,45) 1,64(x0,76)* 1,52(%+0,48)

Gordura retroperitoneal 0,99(x0,52) 1,22(x0,73) 1,77(x0,56)*  1,46(x0,14)

Grupos: Grupo Controle (C); Grupo Controle com restricdo temporal do alimento (Cr); Grupo Dieta
ocidentalizada durante a gestacéo e lactagdo (O); Grupo dieta ocidentalizada durante a gestacdo e
lactacdo com restricdo temporal do alimento (Or). ANOVA one-way seguida do teste de Bonferroni. *
vs O (p<0,05). Valores expressos em média e desvio padrdao da média.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo foi capaz de detectar mudancas no estado nutricional e
comportamento alimentar provocados tanto pela dieta materna quanto pela restricdo
temporal de alimento. Houve mudancas no padréao alimentar em funcdo da privacéo
de alimento, um menor consumo de alimentos em fungéao dessa restricdo temporal e
modificacdes no perfil glicidico, lipidico e elevado acumulo de gordura abdominal.

A dieta materna teve impacto no peso ao nascer das proles, causando um
aumento do peso das ninhadas advindas de maes submetidas a dieta ocidentalizada
de 11,4% quando comparadas as ninhadas do grupo controle. Esse resultado é
apoiado por outros estudos que usaram dieta ocidentalizada na vida perinatal. Ferro-
Cavalcante et al (2013) e Pomar et al (2017) também detectaram maior peso
corporal ao nascer em prole de ratos alimentados com dieta ocidentalizada na
gestacdo e lactacdo. No entanto, pequenas alteracbes na composicdo da dieta
podem levar a resultados distintos. Ferro-Cavalcante et al (2013) encontrou aumento
de peso ao nascer, mas nao na vida adulta. Pode-se inferir que esse maior peso ao
nascer se dé ndo apenas pelo contetudo energético ingerido, mas também devido a
propor¢cdo de nutrientes da dieta, pois independente do conteldo energético, a
qualidade do nutriente € importante. Ou seja, esse ganho de peso é dependente ndo
s6 da quantidade de energia ingerida, como também do teor lipidico da dieta. Pois
durante a gestacdo e lactacdo este maior conteudo lipidico na alimentacdo materna
aumentou o peso da prole (HOWIE et al, 2009; FERRO-CAVALCANTE et al, 2014)

Contudo, este peso corporal ndo se mostrou maior na idade de 21 e 60 dias.
Pomar et al (2017) submetendo as mées a dieta de cafeteria e estudando as
repercussdes na prole, também n&o encontrou maior peso do grupo ocidentalizado
ao desmame, porém o grupo submetido a dieta de cafeteria apresentou maior
percentual de gordura e menor percentual de massa magra nas ninhadas
investigadas aos 21 dias de vida.

Porém em nosso estudo, a partir da idade adulta o grupo alimentado com
dieta padrédo oriundo de mée alimentada com dieta ocidentalizada (O) mostra
aumento na massa corporal até o término do periodo experimental. Curiosamente, a
restricdo temporal imposta a partir dos 60 dias de vida em ambos 0s grupos, nao

reduziu o peso dos mesmos comparados aos seus pares.
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Estudos recentes mostraram que perturbacées na homeostase de nutrientes
no inicio da vida podem causar modificagcbes epigenéticas que predispdem o
individuo a doencas metabdlicas em longo prazo (HANLEY et al, 2010). A alteracéo
de peso corporal € um dos sinais mais externos de que pode haver alteracbes no
funcionamento fisioldgico e metabdlico do individuo requerendo maior investigacao
dos fatores subjacentes.

Quando avaliados ao longo do periodo experimental, houve uma diferenca de
peso entre 0 grupo ocidentalizado e o grupo controle entre a sétima semana
experimental e o final do periodo de avaliacdo do peso. Também houve diferenca de
peso entre o0 grupo ocidentalizado e o grupo ocidentalizado privado na oitava
semana experimental, mas que ndo se perpetuou ao longo do estudo. Apesar disso,
nao houve diferenca de peso entre 0s grupos privados e seus pares controles ao
longo da pesquisa. Assim, € possivel inferir que mudancas que mudancas no
metabolismo energético estejam ocorrendo. No estudo de Rocha et al (2017) e
Oliveira et al (2017) que realizaram respectivamente inversao da disponibilidade da
dieta e privacdo alimentar, também n&o observaram mudancas da massa corporal
nos grupos manipulados. Assim como Reznick et al (2013) também ndo observou
diferenca de peso com animais submetidos a alimentacéo restrita a fase clara do
ciclo de 24 horas. Em conjunto esses dados sugerem que mudancas no paradigma
alimentar pode alterar o metabolismo e/ou o0 gasto energético.

O padrdo de ingestdo alimentar antes da restricdo temporal de racdo em
ambos os grupos foi semelhante, mostrando um pico de ingestao no inicio da fase
escura do ciclo de 24 horas e outro pico de ingestédo no final desta fase. Este padrao
de ingestao alimentar j& foi demonstrado por estudos de meados do século passado
(TER HAAR et al, 1972; STRUBBE et al, 1986) e mais recentes (NASCIMENTO et
al, 2013) ja demonstram este perfil em animais e em humanos (SCHEER; MORRIS;
SHEA, 2013).

Quanto ao padrdo de ingestdo alimentar observado ao final de oito semanas
de restricdo temporal da ragdo, observou-se que 0S grupos restritos tiveram um
menor consumo alimentar em relacdo aos seus pares ndo restritos como era
esperado, mas ndo compensaram a falta de alimento na fase clara do ciclo. Isso
levou a uma diminuicdo de 46% na ingestao diaria global dos grupos restritos em
relacdo aos grupos controles. Porém, a reducdo da ingestdo ndo diminuiu a massa

corporal total, e ainda elevou os depdsitos de gordura abdominal total desses
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grupos. Arble et al (2009) mostrou que mudancas apenas no horério da alimentacéo
podem afetar horménios relacionados com os periodos de saciedade (periodo entre
as refeicdes, nas quais os individuos ndo sentem fome).

Resultados semelhantes aos do presente estudo foram encontrados em
estudo prévio de nosso grupo de pesquisa. Deixando fémeas adultas privadas nas
primeiras 4h da fase escura do ciclo de 24h, Oliveira et al (2017) constatou que
grupos privados tiveram consumo diario total 50% menor do que o grupo ad libitum.
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 néo foi
observado aumento da ingestdo no periodo claro, podemos sugerir que este fator
parece ser um dos motivos para que nao se observasse diferenca no ganho de peso
neste grupo. No entanto, esta afirmativa ndo € unanime nos estudos, visto que
Costa et al (2017) encontrou menor peso corporal em animais alimentados com
dieta comercial/controle e privados de alimento por 8h na fase escura.

Esta diferenca pode ser modificada em funcdo da idade de inicio da restricdo
temporal e/ou da extensdo do tempo de acompanhamento. Considerando que a
homeostase energética é fundamental para o desenvolvimento normal e a
manutencdo de fungBes corporais, seu controle deve ser assegurado por um
mecanismo auto-ajustado e complexo estabelecido entre diversos 6rgdos corporais
sinalizados por variados hormdénios e outros componentes.

Neste contexto, analisando o consumo alimentar por fase do ciclo de 24
horas, pdde-se observar que a restricdo temporal de racdo ndo levou a uma
alteracdo de consumo alimentar durante a fase clara para os grupos restritos e que
tanto o grupo controle restrito quanto o grupo ocidentalizado restrito consumiram
respectivamente 29% e 22% a mais do que seus pares controles no final da fase
escura do ciclo de 24 horas.

Perturbacdes metabdlicas, como a restricdo da ingestdo energética a uma
fase que se opbe a fase de alimentacdo tradicional, podem modificar a acdo de
guase todos os osciladores periféricos, alterando o balanco energético. A ritmicidade
circadiana hepatica, por exemplo, € altamente responsiva ao consumo energético
ciclico. (ECKEL-MAHAN et al, 2012). Andlises proteémicas do tecido hepatico de

ratos sugerem que até 20% das proteinas hepaticas oscilam com o ritmo circadiano
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e véarias dessas proteinas estdo envolvidas em importantes fungbes metabdlicas
(REDDY, 2006). Ratos com alteracdes em osciladores circadianos hepético exibem
maior glicose sérica, hipoglicemia de jejum e outras caracteristicas que sugerem que
o relégio circadiano hepéatico regula a exportacdo de glicose no sangue (LAMIA,
2008).

A avaliacdo do metabolismo de glicose através do TOTG aos 60 dias de vida,
nao houve diferencas na resposta a sobrecarga de glicose imposta aos animais nem
na fase clara nem na fase escura do ciclo de 24 horas. Esta regulacdo do
metabolismo de glicose ja foi evidenciada em estudos anteriores (BODEN et al, 1996
e LA FLEUR et al 2001). Quando realizado o TOTG apés 60 dias de restricdo
temporal alimentar em ambas as fases do ciclo de 24 horas, o padrdo de resposta a
sobrecarga de glicose foi mantida em todos os grupos durante a fase escura do ciclo
de 24 horas. Porém, quando analisada a fase clara do ciclo, houve diferenca na
resposta a sobrecarga de glicose tanto na curva glicémica apés a sobrecarga quanto
na area sob a curva de glicose, onde o grupo ocidentalizado mostrou ndo s6 um
retardo para voltar ao estado glicémico basal, bem como aumento da area sob a
curva glicémica em relacdo ao grupo controle. Achados semelhantes foram
encontrados por Rocha et al (2017).

Resultado prévio do nosso grupo de estudo, observou que o TOTG realizado
no mesmo na fase escura do ciclo responde de forma distinta da fase clara.
(ROCHA et al, 2017). Esta resposta provavelmente ndo estid associada apenas a
ingestdo de alimento visto que a glicemia € mantida em niveis de estreitas variacdes
mesmo sem ocorrer ingestdo de alimentos. A explicacdo mais plausivel é que
osciladores periféricos estejam associados a sua regulacdo circadiana. Esta
regulacdo ja foi demonstrada previamente em humanos (BODEN et al, 1996) e em
roedores (LAFLEUR et al, 2001), evidenciando uma sensibilidade ciclica, onde esta
€ mais elevada na fase mais ativa do individuo.

Neste estudo, o efeito da sensibilidade a insulina entre as fases clara e
escura pode ser evidenciado entre o grupo O e C. E, quanto a responsividade ao
estado de jejum e alimentacao, esta bem nitido na fase escura dos grupos restritos
comparados aos seus pares controles. A responsividade a alimentacdo pode ser
entendida como a regulagcdo exercida pela oferta alimentar interferindo na
sincronizagao de ritmos fisiologicos a partir da expressao de um oscilador arrastado
pelo alimento, FEO (DIAZ-MUNOZ et al, 2010).
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Animais submetidos a restricdo temporal alimentar, parecem desenvolver um
fator antecipatério ao alimento (FAA), este fator ressincroniza varios mecanismos
fisiolégicos (STEPHAN, 2002). Um aumento na mobilidade duodenal parece
preceder o FAA comportamental de uma para duas horas (COMPERATONE e
STEPHAN, 1987), durante a FAA ha uma diminui¢do no glucagon sem modificacdes
na glicose ou insulinemia (DAVIDSON e STEPHAN, 1999) e Diaz-Munoz (2000),
reportou diminuicdo da insulina por volta de uma hora antes do inicio da refeicéo e
aumento do glucagon no inicio da refeicao.

Alguns estudos cronobiolégicos mostram que a variagcdo na secrecao de
insulina ndo ocorre apenas por causa da quantidade de comida ingerida
(GAGLIARDINO e HERNANDEZ, 1971). Os resultados de La Fleur (1999), também
demonstraram uma variacdo da glicemia de acordo com a fase claro/escuro do ciclo
de 24 horas, padrdao alimentar invertido, tempo de jejum e dieta com privacdo ou
restricdo temporal. Ainda observando este panorama, Chaix et al (2014), apos
submeter ratos a restricdo alimentar teve amplo efeito sobre o metabolismo de
glicose em animais submetidos previamente a uma dieta hiperlipidica.

A obtencado da curva glicémica de 24 horas realizada ao final do periodo de
restricdo temporal alimentar permitiu observar que 0s grupos nao diferem entre si
durante a fase clara do ciclo. Na fase escura foi visto que a glicemia do grupo
controle restrito foi menor que a do seu par controle por todo o periodo escuro e que
0 grupo ocidentalizado teve menor glicemia que o grupo controle em Zt16 e ZT20 e
0 grupo ocidentalizado privado em Ztl2 e Zt16. No estudo de Gagliardino e
Hernandez et al(1971) foi visto que a variagdo na secrecdo de insulina ndo ocorre
apenas pela quantidade de comida ingerida, resultados corroborados por La Fleur
(2001), como ja citado. Young e Bray et al (2007) relatam que o controle circadiano
de glicose pode ser exercido por diversos mecanismos como a expressao de genes
circadianos como CLOCK e BMAL1. Uma inativagdo do gene BMAL1, por exemplo,
suprime a variacdo de glicose no ciclo de 24 horas e pode levar a intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina, enquanto camundongos mutantes para o gene
CLOCK mostram sinais de doencas metabdlicas, incluindo hiperglicemia e
hipoinsulinemia.

Esses resultados mostram a importancia dos genes osciladores circadianos
no controle glicémico. Ademais, os clocks dos tecidos periféricos sédo arrastados por

periodos de jejum e alimentacdo. Assim, mudancas no periodo de se alimentar,
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qguantidade de comida, ou ainda, composi¢cdo da dieta, podem interferir na funcao
normal dos genes osciladores relacionados a homeostase energética,
principalmente ao metabolismo de glicose e lipidios (OLIVEIRA et al, 2017).

A anélise do perfil bioquimico do soro dos animais, foi constatado que houve
uma maior glicemia do grupo ocidentalizado quando comparado ao grupo controle,
porém o grupo ocidentalizado restrito ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. Este dado sugere que a restricdo temporal alimentar
dirimiu os efeitos metabdlicos negativos da dieta materna sobre o metabolismo de
glicose. Chaix et al (2014), estudando os efeitos da restricdo alimentar sobre o
metabolismo, viu que esta restricdo teve amplo efeito no metabolismo de glicose em
ratos submetidos previamente a dieta hiperlipidica. Nesse contexto, Ferro-
Cavalcante et al (2013) achou alteracdes séricas nos parametros metabdlicos de
ratos adultos submetidos a dieta ocidentalizada na vida perinatal.

Quando estudada a quantidade de gordura abdominal retirada dos animais
apos a eutanasia, foi observado que os animais de ambos os grupos ocidentalizados
apresentaram maior conteudo adiposo quando comparados aos grupos controles.
Este resultado ja foi previamente encontrado por Ferro-Cavalcante et al(2013) e
Pomar et al (2017). Estudo prévio realizado em ratos submetidos a dieta de cafeteria
durante o periodo perinatal mostra que estes animais apresentam peso normal,
porém maior percentual de gordura corporal e menor percentual de massa magra,
mostrando um fendtipo corporal de peso normal com elevada adiposidade corporal
(POMAR et al, 2017).

Para avaliar o comportamento alimentar, utilizou-se o método de Sequéncia
Comportamental da Saciedade (SCS). Dentre os trabalhos realizados utilizando o
mesmo desenho experimental ao utilizado neste estudo, Costa et al (2017),
investigou o impacto da privacdo alimentar sobre a sequéncia comportamental da
saciedade. Os resultados do trabalho mostram que a privacdo antecipou o disparo
da saciedade em dieta com adequada propor¢cao de macronutrientes, resultados
semelhantes foram encontrados nesse estudo, onde o grupo Cr teve sua saciedade
adiantada quando comparada ao grupo C. 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 privagédo de
alimento e o estresse (ELY et al, 1997).
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Estudos precedentes a este ja mostram um efeito de programacdo na SCS.
Orozco-Solis e colaboradores (2009) mostraram que uma prole de machos cujas
maes foram alimentadas com dieta hipoproteica durante a gestacdo e lactacao,
tiveram um maior tamanho em suas refeicdes em relacdo aos seus pares controles
quando submetidos & SCS tanto aos 35 dias de vida como aos 180 dias de vida. A
dieta materna leva a modificacbes epigenéticas e programacdo metabdlica que
reverberam na vida adulta (HANLEY et al, 2010).

Simples modificacdo do horario da alimentacdo pode afetar hormoénios
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 durante o
periodo perinatal. A SCS mostrou que os animais que foram submetidos a dieta
ocidentalizada na vida perinatal tiveram um adiantamento da saciedade em relag&o
aos seus pares controles. Quando analisados os dados da microestrutura da
refeicdo, observou-se que mesmo atingindo o ponto de saciedade mais rapido, os
grupos ocidentalizados, consumiram maior quantidade de ra¢cdo em curto periodo de
tempo quando comparados aos animais dos grupos controle.

Wright et al (2011), avaliou a SCS e monoaminas hipotalamicas de ratos
adultos submetidos a dieta de cafeteria apenas durante a lactacdo. Esta
manipulacdo levou os animais a consumirem uma maior quantidade de alimento no
inicio da SCS, resultado este que se assemelha ao encontrado no presente estudo.
Wright demonstrou que a dieta de cafeteria levou a reducdo hipotalamica do
metabolismo do 5HT, precursor da serotonina. Além disso, houve também o
aumento das concentragcbes de dopamina dos animais submetidos a dieta de
cafeteria no periodo lactacional. Estes achados mostram que a manipulacdo
dietética na lactacdo produz efeito duradouro no comportamento alimentar e nos
neutransmissores monoamina do hipotalamo na vida adulta, possivelmente
programando efeitos nos mecanismos de saciedade.

Este adiantamento do ponto de saciedade mostrado pelos animais
submetidos a dieta ocidentalizada na vida perinatal somado ao fato desses animais
terem consumido quantidade maior de alimento em um curto periodo de tempo (taxa
de alimentag&o de animais controles = = 0,29 g/min contra taxa de alimentacdo dos
animais ocidentalizados = 0,81 g/min) apés o inicio da SCS caracterizaria uma

compulsdo alimentar. Compulsdo alimentar ou “binge eating” é a ingestdo de um
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volume de alimentos anormalmente grande em um periodo de tempo curto. A
compulséao alimentar pode ocorrer na auséncia de fome e pode seguir uma refeicao
de tamanho normal. Nos seres humanos, a compulsdo alimentar é fundamental para
os efeitos destrutivos de muitos distarbios alimentares (BOGGIANO, 2006).Um
modelo de ratos de compulsao alimentar permite a identificagcédo de desencadeantes
ambientais criticos e mudancas fisiologicas que precipitam e mantém o
comportamento (BOGGIANO, 2006).

A evidéncia de modelos animais apoia 0s estudos epidemiologicos e
demonstra que a obesidade materna induzida por dieta de cafeteria (ocidentalizada)
impacta a programagdo comportamental da prole, resultando em deficiéncias no
comportamento social, aumento da ansiedade e comportamentos depressivos,
reducdo desenvolvimento cognitivo e hiperatividade. O consumo alimentar de dieta
ocidentalizada durante a gestacdo estd associado a disfuncdo placentaria e a
exposicdo dos fetos ao aumento os niveis circulantes de leptina, insulina, glicose,
triglicerideos e citocinas inflamatorias (SULLIVAN, 2015). Compulsédo alimentar é
comumente associada a depressdo e ansiedade em humanos e em animais.
(NOVICK et al., 2005; KLOIBER et al., 2007; SINGH et al., 2007, 2009; AKUBUIRO
et al., 2013; PATTERSON e ABZAID, 2013; SHARMA E FULTON, 2013).

Com base nesses resultados, podemos concluir que privacdo do horario da
alimentacdo e/ou composicao dietética durante a vida perinatal, ou seja, um maior
consumo alimentar ao final fase escura do ciclo (momento em que, fisiologicamente
0 organismo do rato esta se preparando para 0 descanso) associada ou ndo a um
desiquilibrio em macronutrientes na dieta materna no periodo critico de
desenvolvimento, causam alteracdes metabdlicas e no comportamento alimentar. E,
apesar do estudo ndo mensurar a atividade locomotora, os genes envolvidos no
controle do “relogio biolégico” ou os neuropeptidios e hormoénios responsaveis pelo
comportamento alimentar, podem promover alteracdes metabodlicas que podem
contribuir para instalacdo de obesidade e morbidades correlatas e ser caracteristica
de uma alteragdo na fisiologia circadiana. Em adicdo, essas manipulacfes dietéticas
na vida perinatal podem gerar uma desorganizacdo na secrecdo hormonal e
expressdo de neuropeptidios envolvidos no controle do comportamento alimentar

exacerbando algumas desordens metabdlicas.
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8 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que restrigdo temporal da
alimentacdo e/ou composicao dietética da dieta na vida perinatal, ou seja, restricao
seguida de um maior consumo alimentar ao final fase ativa, (periodo em que,
fisiologicamente, o0 organismo estd se preparando para descansar) provoca
alteracbes no metabolismo e no comportamento alimentar, gerando um
adiantamento ou um atraso na saciedade com provaveis repercussdes na saude do
organismo.

Como limitacdes 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 € o primeiro estudo a explorar a influéncia no comportamento
alimentar ocasionado pela restricdo temporal da alimentacdo associada as
repercussdes da composicado dietética da dieta materna no periodo critico de
desenvolvimento e a relagdo da alimentacdo com os ritmos bioldgicos e disturbios
metabdlicos dentro dessa perspectiva. Por isso, estudos adicionais serdo
necessarios para melhor explicar os mecanismos subjacentes aos resultados

encontrados no trabalho.
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APENDICE A — SEQUENCIA COMPORTAMENTAL DA SACIEDADE

SEQUENCIA COMPORTAMENTAL DE SACIEDADE

ANIMAL/GRUPO: PESO RAGAO INiCIO: DATA EXPERIMENTO:
TRATAMENTO: PESO RAGAO FINAL: PESO ANIMAL:
1 2 3 4 5 6 7 8 9
11 12 13 14 15 16 17 18 19
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