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RESUMO

Alteragcdes em parametros nutricionais e fisio-metabdlicos tém sido continuamente
destacadas na literatura em fungéo de protocolos de restricdo temporal do alimento
(RTA) em ratos. Porém, tem-se pouco conhecimento se o restabelecimento da
alimentagcdo ad libitum restaura os parametros modificados. Assim, objetivou-se
avaliar o impacto da restricio temporal do alimento associada ou ndo ao
restabelecimento da alimentacdo ad libitum sobre parametros nutricionais e fisio-
metabdlicos em ratos Wistar. O estudo foi desenvolvido com 48 ratos machos recém
desmamados mantidos em biotério de ciclo invertido (8:00-20:00hs/escuro e de
20:00h-8:00hs/claro) com temperatura e umidade controladas. Inicialmente, os
animais compuseram os grupos Controle (C/n=24) e Restrito (R/n=24). Em seguida,
cada grupo foi aleatoriamente subdividido nos grupos Controle 1 (C1/n=12), Controle
2 (C2/n=12), Restricdo temporal do alimento (R/n=12) e Restricdo temporal do
alimento seguida do restabelecimento da alimentacdo ad libitum (RR/n=12). Os
grupos controles receberam dieta padrao de biotério ad libitum por todo experimento.
Os grupos restritos comeram ad libitum durante trés semanas pos-desmame; em
seguida, ficaram em jejum durante 8hs na fase escura e se alimentaram por 16hs (4h
na fase escura e 12hs na fase clara do ciclo) durante seis semanas. Posterior a
restricdo alimentar, os animais do grupo RR voltaram a se alimentar ad libitum, durante
seis semanas, sendo eutanasiados ao final do experimento. Os parametros avaliados
foram: peso corporal, gordura visceral, ingestdo alimentar, glicemia circadiana,
tolerancia a glicose, perfil glicémico e lipémico, niveis hormonais e ritmo de atividade
locomotora. A normalidade foi verificada a partir do teste de Shapiro-Wilk e
comparagdes foram realizadas através do T-Student e da ANOVA seguida dos Testes
de Bonferroni ou Holm Sidak. A significancia adotada foi de p<0,05 sendo os dados
analisados no GraphPad Prism®9 com os resultados expressos em média e desvio
padrdao. Os resultados demonstraram que os animais restritos reduziram o peso
corporal e a ingestao alimentar total em 24h, porém, apresentaram aumento em torno
de 60% da quantidade de gordura visceral comparado ao C1. A restricao também
causou alteragcao no ritmo de ingestao alimentar; na glicemia circadiana, melhora da
tolerancia a glicose aos 60 min, redugao nos niveis de insulina e aumento de leptina
no ZT (zeitgeber) 20, menor percentual de ritmicidade da atividade locomotora, com

menor atividade e atraso no pico de atividade, mas maior estabilidade interdiaria. Apos



restabelecimento da alimentagao ad /ibitum, os animais do grupo RR apresentaram,
comparado ao C2, semelhante quantidade de gordura na regidao abdominal,
normalizagao do ritmo e padrdo de ingestdo alimentar, da glicemia circadiana, da
tolerancia a glicose e dos niveis de insulina e leptina no ZT20. Contudo,
permaneceram com menor percentual de ritmicidade, menor atividade e atraso no pico
de atividade, sendo também menor a estabilidade interdiaria. Conclui-se que a
restricdo temporal do alimento provoca alteragdes fisio-metabdlicas em ratos. E, que
apos o restabelecimento da alimentacao ad libitum ocorre restauragao dos parametros
nutricionais e metabdlicos, mas continuidade de alteragées no ritmo de atividade
locomotora caracterizando uma dessincronizagao circadiana que pode em longo

prazo associar-se a predisposig¢ao para surgimento de doengas metabdlicas.

Palavras-chave: ritmo circadiano; ingestdo alimentar; crononutricdo; obesidade

abdominal.



ABSTRACT

Metabolic and physiological alterations have been continuously highlighted in the
literature as a function of timed restriction feeding protocols in rats. However, there is
little knowledge of whether restoring the ad libitum food intake restores the modified
parameters. Therefore, this study aims to evaluate the impact of the timed restriction
feeding followed, or not, by the restoring of the ad libitum diet on the nutritional and
physic-metabolic parameters in adult Wistar rats. The study was conducted with 48
male weaned rats, acclimatized in a reversed 12h dark/light cycle (8:00-20:00/dark and
20:00-8:00 light), whose temperature and humidity was controlled. The animals were
divided into the Control group (C/n=24) and Restricted (R/n=24). Afterwards, each
group was arbitrarily subdivided into groups Control 1 (C1/n=12), Control 2 (C2/n=12),
timed restriction feeding (R/n=12) and timed restricted feeding followed by restoring
the ad libitum food intake (RR/n=12). Both control groups received ad libitum diet
throughout the experiment. The restricted groups received ad libitum for three weeks
after weaning; after, they fastened through 8 h in the dark phase and feed for 16 h (4
hin the dark phase and 12 h in the light phase) for six weeks. After the timed restriction
feeding, the animals of RR group returned to ab libitum diet, for six weeks, being
euthanized at the end of the experiment. The parameters evaluated were: body
weight, visceral fat, food intake, circadian blood glucose, glucose tolerance, glycemic
and lipid profile, hormonal levels and locomotor activity rhythms. The data normality
was tested employing the Shapiro-Wilk test and the comparisons were performed
through t-student and ANOVA tests, followed by Bonferroni or Holm-Sidak post-hoc
test. The significance was set at p<0.05 as the data was analyzed in GraphPad Prism®
9.0. The results are expressed in mean and standard deviation. The results reveal the
restricted animals reduce their body weight and the total food intake in 24 h. However,
they presented an increase in abdominal fat compared to C1. The restriction also
altered the food intake rhythm, the circadian blood glucose, increased glucose
tolerance in 60 min, and decreased insulin levels and increase of leptin in ZT
(zeitgeber) 20, lower percentage of the locomotor activity rhythm, presenting lower
activity and delay in the activity peak, with higher inter daily stability. After re-
establishing the ad libitum diet, the RR group animals presented, compared to C2,
similar abdominal fat, normalization of the rhythm and food intake pattern, circadian

blood glucose, glucose tolerance, insulin and leptin levels in ZT 20. However, remained



with lower rhythm, lower activity and delay in activity peak. It is concluded that the
timed restriction feeding provokes physio-metabolic alteration in rats. And after re-
establishing the ad libitum food intake, the physio-metabolic parameters are restored,
however, the alterations in the locomotor activity remain, characterizing a circadian
desynchronizing that in long term can be associated with the surge of metabolic
diseases.

Keywords: circadian rhythm; food intake; chrononutrition; abdominal obesity.
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1 INTRODUGAO

O funcionamento diario dos processos fisio-metabdlicos e comportamentais
nos organismos é regulado por um sistema circadiano que gera ritmos intrinsecos com
uma periodicidade de, aproximadamente, 24 horas. O sistema circadiano consiste
numa rede hierarquica de multiplos osciladores com o nucleo supraquiasmatico (NSQ)
ocupando a centralidade e regulando os osciladores periféricos localizados em todo o
corpo (HONMA, 2018; ZHANG et al., 2020). No aspecto molecular, os osciladores
mantém a ritmicidade devido a ocorréncia de ciclos de feedback de transcricéo e
traducao autorregulatérios (TAKAHASHI, 2017) que ocorrem por meio de um conjunto
de genes, os “genes circadianos”, que incluem Clock, Bmal1, Per (1, 2, 3), Cry (1, 2),
Rev-erb (a e B) e Ror (a, B, y) (STENVERS et al., 2019).

Embora intrinsecamente gerados, os ritmos enddgenos sao também
modulados por fatores ambientais (POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018).
“Zeitgebers”, do Alemao, doadores de tempo, € o termo utilizado para denominar as
pistas ambientais capazes de arrastar os osciladores circadianos (FLANAGAN et al.,
2020; KIEHN et al., 2017). O alinhamento entre as pistas ambientais e o ritmo
enddgeno € denominado sincronizagao. Dessincronizagado € o termo utilizado para
caracterizar o desalinhamento entre os zeitgebers e os ritmos circadianos (HONMA,
2018; POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018) sendo esta uma condigéo que
predispde o individuo ao desenvolvimento de diversas doencas.

Aluz é o principal zeitgeber para o sistema circadiano. Ela exerce sua influéncia
sobre 0 NSQ permitindo que este se ajuste ao ciclo claro-escuro e seja, além de
oscilador central, considerado um elemento do sistema sincronizado pela luz (do
inglés, Light-Entrainable Oscillator ou LEO) (CAVALCANTE et al., 2008; CHOU et al.,
2003; LU et al., 2001). Aléem da informacgdo luminosa, a alimentagado € também um
potente sincronizador ambiental para os osciladores circadianos, particularmente os
osciladores periféricos, como o sangue, o tecido adiposo, o pancreas e o figado
(ALBRECHT, 2012). A modulagdo da atividade das células do oscilador pela
alimentagao, que continua a influenciar estruturas periféricas mesmo quando o NSQ
esta lesionado, € um fenbmeno conhecido como oscilador sincronizado por alimento
(do inglés, Food-Entrainable Oscillator ou FEO) (CAVALCANTE, 2008; DiAZ-MUNOZ
et al, 2010; KRIEGER; HAUSER; KREY, 1977; STEPHAN; SWANN; SISK, 1979).
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O ritmo fisiolégico da ingestao alimentar € um comportamento regulado por vias
neurais juntamente com o6rgaos periféricos, que sinalizam o estado energético do
corpo nos periodos de fome e saciedade, e pode ser modulado por fatores ambientais
(ROSSI; STUBER, 2018). Sabendo que os processos fisioldgicos estdo sob o controle
circadiano, o consumo de alimentos deve ser regulado no tempo. Assim, as variagdes
ciclicas no ritmo alimentar s&o sincronizadas com o ciclo claro-escuro através do NSQ,
que coordena o horario de ingestdo de alimentos através das projeg¢des que nele se
originam e alcangam as areas cerebrais envolvidas com a regulacdo do
comportamento alimentar (MENDOZA, 2019a; PATTON; MISTLBERGER, 2013). A
grande questao, porém, é que o horario de ingestao dos alimentos parece afetar de
maneira positiva (sincronizado) ou negativa (dessincronizado) o sistema circadiano
(MENDOZA, 2019b).

Altera¢des no padrao de alimentagao, a exemplo do que ocorre com individuos
que nao costumam realizar as refeicdes em horarios regulares, mas sim no periodo
biologicamente destinado ao seu descanso, podem causar desalinhamento entre os
osciladores do sistema circadiano e as pistas ambientais (HASTINGS; REDDY;
MAYWOOD, 2003). A “restricao temporal do alimento (RTA)” é uma estratégia
alimentar relacionada a jejum intermitente, na qual a ingestdo de alimentos ocorre
numa janela temporal especifica durante o ciclo diurno/noturno (DE GOEDE et al.,
2020). Em modelos animais, a alimentagao restrita ao periodo de luz (fase inativa ou
periodo de repouso do animal) € um modelo utilizado para mimetizar os padroes
alimentares de individuos que costumam se alimentar no momento destinado ao sono
(OPPERHUIZEN et al., 2015) sendo, por isso, um protocolo que permite avaliar as
repercussdées de um padrao alimentar alterado, pois se concentra num horario
incomum de alimentacao, sobre as condi¢gdes de saude.

Em roedores, a RTA durante o periodo inativo provoca um desalinhamento
entre o periodo de ingestédo alimentar e o ciclo sono/vigilia (DE GOEDE et al., 2020)
resultando em alteracdo do ritmo endégeno da ingestéo de alimentos (DIAZ-MUNOZ
et al., 2010) assim como em disfungdes metabdlicas e fisioldgicas que desencadeiam
os sintomas de doengas como a obesidade e doencgas correlacionadas (diabetes tipo
2, hipertensao arterial, dislipidemias e doencgas cardiovasculares). O uso desses
protocolos também induz uma atividade excitatéria especifica em roedores conhecida
como “atividade antecipatoria ao alimento (AAA)” (do inglés, food antecipatory activity

ou FAA), que se caracteriza pelo aumento da atividade locomotora do animal, dentre
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outros parametros, momentos antes da oferta de alimento (TAHARA; SHIBATA,
2013). Estudos com AAA identificaram essa antecipacdo como uma forma
comportamental do FEO, ou seja, a disponibilidade do alimento altera o
comportamento alimentar dos animais (CARNEIRO; ARAUJO, 2012).

As evidéncias entre restricao temporal do alimento para algumas horas do ciclo
circadiano e alteragdes na ingestdo de alimentos, secregdao hormonal, metabolismo
celular e ritmo da atividade locomotora ja foram documentadas em alguns estudos
(CHAIX etal., 2014; COSTA et al., 2021; DE GOEDE et al., 2020; HATORI et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2021). Contudo, s&o escassos 0s que questionam se as alteragdes
provocadas pela restricdo alimentar permanecem apds o restabelecimento da
alimentacgao ad libitum (DE GOEDE et al., 2020).

O presente estudo traz a hipotese de que a RTA durante 16 horas, mimetizando
habitos alimentares de individuos que ndo costumam realizar as refeicdées em horarios
regulares, mas sim no periodo destinado ao descanso, provocara disturbios em
parametros nutricionais e fisio-metabdlicos em ratos wistar, que permanecerao
mesmo apos o restabelecimento da alimentagao ad libitum.

Dessa forma, nosso objetivo foi avaliar os efeitos da restrigdo temporal do
alimento durante 16 horas seguida ou nao do restabelecimento da alimentacdo ad

libitum sobre parametros nutricionais e fisio-metabdlicos em ratos Wistar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SISTEMA DE TEMPORIZACAO CIRCADIANO

O termo “circadiano” provém da palavra latina “circa diem” que significa “cerca
de um dia” (do latim, “circa” cerca /ao redor e “diem” dia), e como todos os ritmos
diarios ou diurnos, “ritmo circadiano” refere-se aos ciclos ou padrées periddicos que
se repetem, aproximadamente, a cada 24 horas (POGGIOGALLE; JAMSHED;
PETERSON, 2018; TAHARA; SHIBATA, 2013). Os ritmos circadianos sao distribuidos
nos reinos biologicos, nas bactérias (OUYANG et al., 1998), fungos (GARDNER;
FELDMAN, 1980), insetos, plantas (KONOPKA; BENZER, 1971) e vertebrados
(VITATERNA et al., 1994). Além dos ritmos com periodicidade em torno de 24 hs
(circadianos), ha aqueles que tém periodos mais longos que os ritmos circadianos,
denominados infradianos, a exemplo do ciclo menstrual, e os ritmos que possuem
periodos mais curtos, chamados ultradianos, como a frequéncia cardiaca e
respiratéria (ROBERTO REFINETTI, 2019).

A maior parte dos processos fisiologicos, bioquimicos e comportamentais dos
mamiferos, a exemplo da secre¢ao hormonal, atividade locomotora, metabolismo
energético, ciclo sono e vigilia, ingestdo alimentar (GOOLEY, 2016), entre outros,
apresentam oscilagbes diarias (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). Estes
processos ritmicos sdo endogenamente gerados e controlados pelo sistema de
temporizagdo circadiano que confere a vantagem adaptativa da regulagdo
homeostatica preditiva (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD, 2003), isto &, a capacidade
do organismo antecipar e se adaptar as mudangas ritmicas previsiveis no ambiente
(GARAULET et al., 2020). Uma das caracteristicas mais importantes do nosso
sistema de temporizag&o é que os ritmos circadianos s&o gerados endogenamente e
perpetuam-se mesmo na auséncia de informagbes externas (POGGIOGALLE;
JAMSHED; PETERSON, 2018; TAHARA; SHIBATA, 2013) o que sugere que nosso
corpo tem seu proprio oscilador interno (TAHARA; SHIBATA, 2013).

Nos mamiferos, o sistema circadiano consiste numa rede hierarquica multi-
oscilatéria composta por um oscilador central situado no cérebro e osciladores
periféricos distribuidos em quase todas as células do corpo (ALBRECHT, 2012;
BROWN; PENDERGAST; YAMAZAKI, 2019; DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT,
2010; STRATMANN; SCHIBLER, 2006; TAKAHASHI, 2017). Com o objetivo de
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investigar estruturas cerebrais que poderiam servir como osciladores, estudos de
lesdo (COOMANS et al., 2013; LEHMAN, 1987) e transplante (LEHMAN, 1987) no
encéfalo de animais levaram a identificagdo do nucleo supraquiasmatico (NSQ), uma
estrutura pareada no hipotalamo localizada logo acima do quiasma Optico
(ALBRECHT, 2012; DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). No sistema circadiano,
o NSQ representa o topo da organizagao hierarquica atuando como oscilador, relégio
ou marcapasso central (TAKAHASHI, 2017; TAKAHASHI et al., 2008) necessario para
a geracédo dos ritmos circadianos no comportamento e na fisiologia (BROWN;
PENDERGAST; YAMAZAKI, 2019).

Os osciladores circadianos também existem em outras regides cerebrais e na
maioria, sendo em todos, orgdos e tecidos periféricos (DIBNER; SCHIBLER;
ALBRECHT, 2010; PATTON; MISTLBERGER, 2013). No interior de cada tecido, as
células do oscilador devem ser acopladas umas as outras para que a organizagao
circadiana surja a nivel tecidual (PATTON; MISTLBERGER, 2013). Em nivel de
comunicagao periférica e central no sistema circadiano, os osciladores periféricos sao
normalmente acoplados ao oscilador central, o NSQ, através de vias nervosas
centrais e autbnomas e sinais neuroenddcrinos (hipotalamo-hipofise) (CHALLET,
2015; DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). Os osciladores periféricos podem ser
observados em 6rgaos e tecidos periféricos, a exemplo do coragéo, pulmao, figado,
intestino, adrenal e tecido adiposo (GARAULET; ORDOVAS; MADRID, 2010; LEVI,
SCHIBLER, 2007).

O sistema circadiano, além da organizagdo hierarquica composta pelos
osciladores central e periféricos, também apresenta uma organizacdo molecular que
€ responsavel, por meio dos ciclos de expressao autorregulatérios dos chamados

genes circadianos, pela manutencao da ritmicidade do sistema de temporizagao.

2.2 ORGANIZACAO MOLECULAR DO SISTEMA CIRCADIANO

O mecanismo molecular do sistema de temporizacdo circadiano, que
impulsiona as oscilagbes circadianas em células de mamiferos mantendo a
organizagdo do sistema, acontece através da ocorréncia de ciclos de expressao
génica (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD, 2003; TAKAHASHI, 2017). O mecanismo
dos osciladores consiste num feedback transcricional-traducional autorregulatorio

envolvendo um conjunto de genes especificos, denominados genes circadianos, que
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sdo expressos em quase todas as células e fazem com que determinadas proteinas
e fatores de transcricao sejam expressos e transcritos em um ciclo circadiano (KIEHN
et al., 2017; MOHAWK; GREEN; TAKAHASHI, 2012; TAKAHASHI, 2017). Os genes
circadianos podem funcionar como fatores ativadores ou repressores de suas proprias
transcricbes. Proteinas ativadoras se unem e iniciam a producdo de proteinas
repressoras que, apos determinado periodo, também se unem e inibem as ativadoras,

diminuindo a prépria producao e atividade (SOUZA, 2014).

Os genes cuja codificacdo esta envolvida nos mecanismos de ritmicidade
circadiana s&o: circadian locomotor output cycles kaput (Clock ou seu ortologo
Npas2), os genes do periodo - do inglés period (Per1, Per2, Per3), os genes cripto-
monocromaticos - do inglés cryptochrome (Cry1, Cry2), o Amtl - do inglés brain and
muscle ARNT-like protein-1 (Bmal1), os genes que codificam os receptores nucleares
- do inglés reverse rythroblastosis virus (Rev-erba e Rev-erbf3) e o receptor 6rfao
relacionado ao acido-retindico - do inglés retinoic acid-related orphan receptor (Rora,
RorB3 e Rory) (STENVERS et al., 2019). Os eventos moleculares dos osciladores
comegam a ocorrer no inicio do dia circadiano onde, no nucleo das células, os fatores
de transcricdo CLOCK e BMAL1 formam um heterodimero (CLOCK/BMAL1) que se
liga a regido promotora, denominada E-box, de alguns genes alvo e conduz a
transcricdo dos genes: periodo (Per1, Per2, Per3), cripto-monocromaticos (Cry1,
Cry?2) e fator de transcrigao reversa (Rev-erba), ambos genes repressores; e do gene
promotor, o receptor 6rfao relacionado ao acido-retindico (Rora). Ao longo do dia
circadiano, no citoplasma das células, os genes Per e Cry séo traduzidos em proteinas
e formam dimeros. Esses dimeros, no final do dia circadiano, sdo translocados de
volta ao nucleo onde seu acumulo neutraliza o efeito positivo do heterodimero
CLOCK/BMAL1 culminando com o bloqueio da sua prépria transcricdo (GARAULET;
ORDOVAS; MADRID, 2010; TAHARA; SHIBATA, 2013). A ocorréncia desse evento
finda um ciclo circadiano de expressdo génica sendo o ciclo subsequente iniciado
quando os niveis nucleares do heterodimero PER/CRY diminuem (HASTINGS;
REDDY; MAYWOOD, 2003).

Embora haja algum entendimento a respeito da regulagdo da expressédo dos
genes repressores Per e Cry, o mecanismo responsavel pela regulagcdo da expressao
dos genes ativadores, Clock e Bmal1, ainda é pouco conhecido (AKASHI; TAKUMI,

2005). O gene Clock, que codifica a proteina de mesmo nome, possui expressao
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constitutiva, isto é, ndo apresenta variagdes diarias significativas na sua expressao
(BALMFORTH et al.,, 2007). Quanto ao Bmal1, sua expressdao € regulada
negativamente pelo fator de transcricdo Rev-erba (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD,
2003) e positivamente pelo Rora, os quais competem pela regido promotora (RORE)
do gene Bmal1 (AKASHI; TAKUMI, 2005; GUILLAUMOND et al., 2005). Tanto o Rev-
erba, quanto o Rora tém sua expressdo aumentada pelo heterodimero
CLOCK/BMAL1 (DUEZ; STAELS, 2008). A Figura 1 demonstra o mecanismo

molecular do sistema de temporizagao circadiano.

Figura 1: Organizagcdo molecular do sistema de temporizagéo circadiano. No nucleo o heterodimero
CLOCK/BMALA1 se liga a regido E-box de genes alvos e ativa a transcricdo dos genes circadianos Per,
Cry, Rev-erba e Rora. Per e Cry mRNAs sao traduzidos no citoplasma e unem-se formando um dimero,
que entra no nucleo da célula e se liga a CLOCK/BMAL1 para bloquear a transcrigéo de Per. REV-ERB
e ROR agem sobre a regido promotora RORE bloqueando ou ativando a transcricdo de BMALA1,
respectivamente.

Nucleo @
RS = = ==t == === =]

|
CrymRNA | — — — — — — — — > @
R l
/\ ’—> PermRNA | — 4— — »
REV-ERB
ROR

g
| RORE |[_ ‘
O Fatores ativadores © Fatores repressores .
Citoplasma

Fonte: Yao e colaboradores (2022) e Guan; Lazar (2021)




25

Os ritmos biologicos sao endogenamente gerados pelo sistema de
temporizagcao circadiano, porém, variaveis presentes no ambiente denominadas
cronadores ambientais podem arrastar os osciladores circadianos influenciando a

forma como o sistema de temporizagao funciona.

2.3 CRONADORES AMBIENTAIS DO SISTEMA CIRCADIANO

Como mencionado, por ser gerado endogenamente o sistema circadiano pode
manter a ocorréncia de ritmos circadianos mesmo na auséncia de estimulos
ambientais. Contudo, as oscilagbes enddgenas que geram os ritmos bioldgicos se
ajustam a variagdes ciclicas do ambiente externo a fim de manter uma relagdo de fase
estavel do ritmo com a variavel ambiental (COSTA, 2017; POGGIOGALLE;
JAMSHED; PETERSON, 2018). O tempo (fase) de cada ritmo circadiano é
determinado por fatores externos e internos em um processo conhecido como
arrastamento (POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018).

Os zeitgebers, do Alemao “doador de tempo”, ou cronadores sao
pistas/variaveis externas/ambientais capazes de arrastar os osciladores circadianos e
redefinir a fase reduzindo ou prolongando temporariamente o periodo endégeno dos
ritmos circadianos (FLANAGAN et al., 2020; KIEHN et al., 2017). As variaveis
ambientais sincronizadoras dos reldgios biolégicos referem-se aos estimulos foticos,
isto €, mediados pela luz, e ndo féticos, ndo mediados pela luz (SOUZA, 2014). Na
natureza, a ocorréncia dos ritmos biolégicos nos animais pode se apresentar de
formas diferentes sempre que os osciladores circadianos se apresentem de duas
maneiras. Assim, existe a relagao de fase estavel com a respectiva variavel ambiental,
processo denominado sincronizagdo, ou de fase divergente ao seu respectivo
zeitgeber, processo denominado dessincronizagdo (POGGIOGALLE; JAMSHED;
PETERSON, 2018).

A luz, um potente sincronizador externo, € o principal cronador que impulsiona
o ritmo do oscilador central, o0 NSQ, permitindo que ele se ajuste a pista temporal
geofisica, o ciclo claro-escuro, que surge pelo movimento de rotagao da terra sob seu
proprio eixo (POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018; SOUZA, 2014). Além
de oscilador central, o NSQ é considerado um elemento do sistema de sincronizacao
pela luz (do inglés, Light-Entrainable Oscillator ou LEO). Para ser capaz de ajustar a

organizagado interna com as pistas ambientais, as células ganglionares da retina
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intrinsecamente fotossensiveis (ipRGCs) captam a informagéo luminosa externa e a
transmite para o nucleo supraquiasmatico via transmissdo sinaptica através dos
axobnios do trato retino hipotalamico (TRH) (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010;
KIEHN et al., 2017). Em seguida, o NSQ transmite, através de uma variedade de
saidas, sua informagdao ritmica para células calizadas em outras regides cerebrais e
orgaos periféricos (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010; FULLER; LU; SAPER,
2008). O NSQ regula, além de outros sistemas, o metabolismo energético,
influenciando processos como a ingestdo alimentar e a expressdo, secregédo e
atividade de hormoénios e enzimas metabodlicas através de sinais neuronais e
enddécrinos (BARCLAY et al., 2012; CHALLET, 2015; OISHI; ITOH, 2013). O NSQ é
necessario para a expressao de ritmos circadianos enddgenos e € sincronizado pela
luz; e sua lesdo causa perda destes ritmos (VAN ESSEVELDT; LEHMAN; BOER,
2000).

Os ritmos circadianos nos tecidos periféricos, além da integracéo de entradas
provenientes do oscilador central, sofrem influéncia de fatores externos nao-féticos,
como a alimentacao e metabdlitos (BARCLAY et al., 2012; FLANAGAN et al., 2020).
Assim, no sistema circadiano, admite-se que além do oscilador sincronizado pela luz
(LEO), ha um outro sistema que depende do alimento para ocorrer. Dessa forma, o
alimento, mais precisamente a disponibilidade ciclica deste, pode ser um
sincronizador nao fotico para os osciladores circadianos dos mamiferos tdo potente
quanto o ciclo claro-escuro, especialmente para os osciladores periféricos
(ALBRECHT, 2012; TAHARA; SHIBATA, 2013). A modulagao da atividade das células
do oscilador pela alimentagao, e, por conseguinte, da expressao génica, € conhecida
como oscilador sincronizado ou arrastado por alimento (do inglés, Food-Entrainable
Oscillator ou FEO) (DIAZ-MUNOZ et al., 2010). Nos mamiferos, o oscilador
sincronizado por alimento ndo possui seus componentes e localizagdo totalmente
caracterizados; diferente do oscilador arrastado pela luz (do inglés, Light-Entrainable
Oscillator ou LEO) que tem o hipotdlamo como localizagdo e o nucleo
supraquiasmatico como principal elemento (CARNEIRO; ARAUJO, 2012).

Nos ultimos anos, o horario de ingestdo das refeigdes emergiu como um dos
cronadores ou pistas ambientais que definem a fase dos osciladores periféricos
(ALMOOSAWI et al., 2019; JOHNSTON et al., 2016). Existem diferentes fatores que

definem as fases dos osciladores central e periféricos. Estes dois sistemas de
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osciladores ficam dessincronizados sempre que ocorre falta de sincronia entre o ritmo
enddégeno e as pistas ambientais ou seus respectivos zeitgebers. Esta
dessincronizagao compromete o metabolismo, uma vez que os dois sistemas de
osciladores coordenam em conjunto as vias metabdlicas interdependentes
(POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018), que apresenta ruptura dos seus
processos e consequente desenvolvimento de desordens metabdlicas (PAGE et al.,
2020). Na Figura 2 é demonstrada a influéncia dos cronadores ambientais sobre o
sistema circadiano assim como o alinhamento entre os osciladores central e
periféricos.

Figura 2: Cronadores do sistema circadiano e alinhamento do NSQ e osciladores periféricos. O
zeitgeber primario do oscilador central, o NSQ, € a luz, enquanto os osciladores periféricos sao
fortemente arrastados por ritmos de alimentagao e jejum. O NSQ sincroniza os ritmos periféricos
diretamente através de sinais endécrinos e do sistema nervoso auténomo (SNA) e a regulacédo da
temperatura corporal central, bem como indiretamente através de feedback comportamental dos ritmos
de atividade e alimentacao.

Sinais enddécrinos
Sistema Nervoso Autonomo
Temperatura corporal

Atividade/ repouso

?O% Alimentag&o/ jejum

Fonte: Pickel; Sung. (2020).
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E notavel a importancia do sistema circadiano para a geracéo e controle dos
diversos ritmos bioldgicos, porém, a manipulagdo de cronadores ambientais, a
exemplo do horario de ingestdo de alimentos, pode impactar, de modo positivo ou
negativo, o funcionamento desse sistema de osciladores, especialmente quando se

trata dos osciladores localizados nos érgéos periféricos.

2.4 RITMOS CIRCADIANOS E ALIMENTAGAO

A ingestao alimentar envolve um comportamento que conta com a participagao
de substratos neurais que funcionam, de forma interativa e equilibrada, em conjunto
com orgaos periféricos que indicam o estado energético do organismo, sinalizando
condicdes de fome e de saciedade (MENDOZA, 2019a). A regulagdo da ingestao
alimentar envolve dois principais mecanismos cerebrais distintos, porém relacionados:
0S mecanismos homeostatico e ndo homeostatico ou heddnico; este conhecido como
sistema de recompensa/prazer (LUTTER; NESTLER, 2009; MENDOZA, 2019a;
ROSSI; STUBER, 2018).

O mecanismo homeostatico consiste no sistema metabdlico que regula a
quantidade de alimento baseado no estado energético do organismo (ROSSI;
STUBER, 2018). Ele compreende reguladores hormonais da fome, saciedade e dos
niveis de adiposidade (EGECIOGLU et al.,, 2011; LUTTER; NESTLER, 2009). O
mecanismo hedbnico, por outro lado, regula a ingestdo de alimentos baseado no
prazer (ROSSI; STUBER, 2018). De modo geral, alimentos pouco palataveis, a
exemplo das frutas e vegetais, ndo sdo excessivamente consumidos, enquanto os
alimentos considerados saborosos, como os alimentos ultraprocessados, que sao
ricos em acgucares e gorduras, sdo frequentemente ingeridos, mesmo apods as

necessidades energéticas terem sido atingidas (KENNY, 2011).

Em adigdo a regulacdo central, a ingestdo alimentar € regulada por sinais
humorais periféricos que possuem papel fundamental na transmisséo de informacodes
sobre o estado nutricional e adiposidade para o sistema nervoso central (MITCHELL;
BEGG, 2021a). Os hormonios periféricos, sendo alguns relacionados com alimentos,
possuem a capacidade de aturarem em circuitos cerebrais, por meio de receptores
especificos, e modular a expressdo de neuropeptideos que regulam a ingestao
alimentar e o peso corporal o que contribui para a manutencdo de um balanco
energético adequado (ALBRECHT, 2012; KENNY, 2011; LUTTER; NESTLER, 2009;
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MENDOZA, 2019a). Dentre os horménios periféricos com agédo central sobre a
ingestao alimentar estao a leptina e insulina, sinais de adiposidade além de principais

reguladores da homeostase energética (KULLMANN et al., 2020).

A leptina € um sinal humoral de saciedade secretada pelos adipdcitos em
proporcdo a quantidade total de tecido adiposo do corpo. Ela é transportada pela
barreira hematoencefalica e exerce seus efeitos anorexigenos por meio do nucleo
ARC do hipotalamo, onde ha neurbnios que expressam receptores de leptina. Assim,
a leptina estimula a ativacao de neurdnios anorexigenos (relacionados a saciedade)
que expressam pré-opiomelanocortina (POMC) e transcrito regulado por anfetamina
e cocaina (CART), e suprime os neurdnios orexigenos (ligados ao estimulo do apetite)
que expressam o neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada a agouti (AgRP)
resultando em redugdo da ingestao alimentar e aumento do gasto energético. Por
outro lado, niveis reduzidos de leptina ativam vias anabdlicas e inibem vias
catabdlicas, aumentando a expressdao de neurdnios NPY/AgRP e bloqueando a
atividade dos neurénios POMC/CART, o que resulta em aumento do tamanho da
refeicdo e redugao do gasto energético (MOYNIHAN RAMSEY et al., 2007).

Outro sinal periférico que desempenha uma importante fungéo na regulagao da
ingestao alimentar € o hormonio pancreatico insulina. Um aumento no nivel de insulina
circulante apos a realizagdo de uma refeigcao esta associado ao estado de saciedade
que decorre da agado da insulina em regides do cérebro, especialmente nucleos
hipotalamicos, que regulam a ingestao de alimentos. No nucleo ARC do hipotalamo,
a insulina diminui a expressao dos peptideos orexigenos NPY/AgRP ao mesmo tempo
que regula positivamente a expressao dos neurbnios que expressam os peptideos
anorexigenos POMC/CART resultando em redugao da ingestao alimentar e aumento
do gasto energético (KULLMANN et al., 2020; MITCHELL; BEGG, 2021b).

A ingestao alimentar também pode ser regulada por horménios secretados em
situacao de estresse, como o cortisol, quando referido em humanos, e corticosterona,
em roedores. Os glicocorticoides podem atuar diretamente nas regides hipotalamicas
envolvidas com o controle da ingestao alimentar, mas também indiretamente através
de interagbes com reguladores do apetite que circulam na corrente sanguinea
(KUCKUCK et al.,, 2022). Os glicocorticoides tém efeitos pronunciados sob a
expressao no neuropeptideo Y e proteina relacionada ao agouti (AgRP) no nucleo

arqueado (SHIMIZU et al., 2008; YI et al.,, 2012) onde sua elevada concentragcéo
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promoveu aumento da ingestédo alimentar e do peso corporal de ratos machos adultos

afetando a homeostase energética nesses animais (IZZI-ENGBEAYA et al., 2020).

A adiponectina é uma adipocina secretada pelo tecido adiposo branco estando
diretamente ligada ao aumento da sensibilidade dos tecidos a insulina (BERG;
COMBS; SCHERER, 2002; NIGRO et al., 2014). O papel dessa adipocina no controle
da ingestdo alimentar permanece por ser elucidado, pois estudos indicam agdes
orexigenas e anorexigenas no hipotalamo, possivelmente dependentes do nivel de
glicose no sangue (SUYAMA et al., 2016). Contudo, embora ndo completamente
esclarecidas, as a¢gdes orexigenas da adiponectina parecem decorrer do aumento da
atividade da AMPK no nucleo arqueado, por meio do seu receptor AdipoR1, para
estimular a ingestdo de alimentos e reduzir o gasto de energia (KADOWAKI,
YAMAUCHI; KUBOTA, 2008). Ja as ag¢des anorexigenas estariam relacionadas ao
aumento da expressao da POMC o que reduz a ingestao alimentar e aumenta o gasto
energético (SUYAMA et al., 2016).

Ha a hipdtese de que a adiponectina regula a ingestdo alimentar em associagao
com a leptina. Assim, no jejum, a concentragdo de adiponectina no ARC aumenta;
consequentemente a AMPK hipotaldmica € ativada, o que estimula a ingestédo
alimentar. Apds o consumo de alimentos, porém, o sinal de leptina no ARC aumenta;
consequentemente, a atividade hipotalamica da AMPK diminui, resultando em
reducao da ingestao de alimentos. Assim, o sinal da leptina no hipotalamo é regulado
de forma inversa ao sinal da adiponectina, que aumenta a atividade da AMPK
hipotalamica e a ingestdo alimentar, ao contrario da agédo da leptina (KADOWAKI,
YAMAUCHI; KUBOTA, 2008).

Além da interagao entre a centralidade e os sinais periféricos para controle da
ingestdo alimentar, o consumo de alimentos é coordenado temporalmente pelo
cérebro ao longo do dia (CHALLET, 2019). O ciclo de ingestao alimentar, portanto, é
considerado uma variavel bioldgica de recorréncia periddica, ou seja, um ritmo
biolégico que segue um padrao fortemente circadiano (COSTA, 2017; FLANAGAN et
al., 2020; MENDOZA, 2019b, 2019a). O sistema de temporizagao coordena o horario
da ingestao alimentar influenciando a qualidade e quantidade de alimentos a serem
ingeridos em um determinado horario do dia (MENDOZA, 2019b; WHITTON et al.,

2018). Os osciladores cerebrais que asseguram o controle circadiano da ingestao de
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alimentos incluem o NSQ do hipotalamo e osciladores secundarios em areas
hipotalamicas e do tronco cerebral (CHALLET, 2019).

De modo geral, os osciladores centrais do sistema circadiano impulsionam os
ritmos comportamentais nas diferentes espécies animais de modo que a alimentacgao,
por exemplo, ocorra durante a sua fase ativa enquanto o jejum aconteca durante a
sua fase de repouso (CARNEIRO; ARAUJO, 2012). Assim, os humanos, espécie de
habitos diurnos, distribuem a ingestdo de alimentos ao longo do dia ou fase clara do
ciclo claro-escuro (DE CASTRO, 1987; MENDOZA et al., 2012; PICKEL; SUNG,
2020). Por outro lado, animais de habitos noturnos, como ratos e camundongos,
normalmente consomem mais de 70% da sua alimentacdo durante a noite ou fase
escura do ciclo de 24 horas (grandes quantidades de comida sao ingeridas no inicio
da noite, com um segundo pico de alimentagdo na madrugada) (FLANAGAN et al.,
2020; MANOOGIAN; PANDA, 2017; POSSIDENTE; BIRNBAUM, 1979).

As variagdes ciclicas no ritmo alimentar sao sincronizadas com o ciclo claro-
escuro por meio do NSQ, que recebe informagdes luminosas por meio do trato retino-
hipotaldmico e as transmite, em seguida, as estruturas cerebrais que regulam a
ingestao de alimentos (MENDOZA, 2019b; PATTON; MISTLBERGER, 2013). Existem
muitas regides cerebrais, incluindo o hipotalamo, cérebro posterior e o sistema cortico-
limbico, que desempenham um papel no controle da ingestdo alimentar (LENARD;
BERTHOUD, 2008) e homeostase energética (FROY, 2010). Em particular, o
hipotalamo esta envolvido em diversas atividades ligadas a alimentagéo, tais como:
autosselecao de alimentos, estresse alimentar, detecgdo do paladar e aprendizagem
aversiva (BERNARDIS; BELLINGER, 1996).

No hipotalamo, varios nucleos possuem claros e profundos impactos sobre o
controle do comportamento alimentar e da manutengcdo do equilibrio energético
(BERTHOUD, 2002; FLANAGAN et al., 2020). O hipotalamo lateral esta associado
aos sistemas catecolaminérgico e serotoninérgico, e participa do controle circadiano
da alimentagdo (CAMBRAIA, 2004). Ja o hipotalamo basomedial, relacionado com a
expressao do neuropeptideos Y, mostra-se responsivo ao decréscimo de proteinas
na dieta com aumento na ingestdo de alimentos (WHITE; DEAN; MARTIN, 1998).
Dentre as regides hipotalamicas relacionadas a ingestdo alimentar, destacam-se o
nucleo arqueado (ARC), a paraventricular (PVN), a ventromedial (VTM), a
dorsomedial (DMN) e a area hipotalamica lateral (AHL) (PAGE et al., 2020).
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Para promover a geragao do ritmo circadiano no comportamento alimentar, o
NSQ utiliza mecanismos de comunicacgéo direta e indireta com as areas hipotalamicas
citadas e com o tronco cerebral. Existem também mecanismos de retroalimentacao
que permitem o arrastamento ndo fotico do NSQ em resposta a alimentacao
(HIRAYAMA; MURE; PANDA, 2018). Apos captacdo da informagao fotica, o NSQ
projeta-se para a zona subparaventricular (ZSPV), local de retransmissao, que se
projeta amplamente através do hipotalamo e nucleo dorsomedial (DMN), local-chave
de integragdo das pistas temporais circadianas em varios processos fisiolégicos
incluindo o sono, alimentagédo e gasto energético (ABRAHAMSON; MOORE, 2001;
WATTS; SWANSON, 1987).

Projecbes do NSQ para o PVN também foram demonstradas em ratos e
humanos (CUI; DYBALL, 1996; DAI; SWAAB; BUIJS, 1997) por meio das quais os
neurdnios do oscilador central fornecem modulagao temporal sobre as atividades das
vias pré-autondmicas e neuroendocrinas (BUIJS et al., 2017; PAUL et al., 2020). Alvos
adicionais incluem células da AHL que expressam o neuropeptideo orexina (ORX),
envolvidos na locomogdo e nos comportamentos alimentares (ABRAHAMSON;
MOORE, 2001; MENDOZA, 2019a), e neurdnios do nucleo ARC, que expressam 0s
neuropeptideos orexigénicos [neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada ao
agouti (AgRP)] e anorexigénicos [pré-opiomelanocortina (POMC) e o fator transcrito
relacionado a cocaina (CART)] que estimulam e inibem, respectivamente, a ingestao
alimentar (FLANAGAN et al., 2020).

Os ritmos na ingest&o alimentar sdo reforgados pelo feedback relacionado ao
alimento presente no trato gastrointestinal. Os nutrientes, horménios, metabdlitos
circulantes e os processos sensoriais relacionados ao alimento percebidos pelo trato
gastrointestinal, que seguem os padroes de alimentagcdo, envolvem respostas
homeostaticas agudas de modo ritmico (devido os ciclos normais de
alimentacaol/jejum). Igualmente, influenciam diretamente os osciladores circadianos
centrais, através da capacidade de resposta do oscilador molecular ao estado
metabdlico. Esta sensibilidade do mecanismo molecular do oscilador, especialmente
os periféricos, aos metabdlitos relacionados aos alimentos é exemplificada pelo forte
arrastamento comportamental e fisiolégico observado em animais de laboratério
quando submetidos a protocolos de alimentagao programada (MISTLBERGER,
2011).
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2.5 RESTRIGAO TEMPORAL DO ALIMENTO (RTA)

Ja foi relatado que as variagdes ciclicas no ritmo de ingestdo de alimentos sao
sincronizadas com o ciclo claro-escuro por meio do NSQ (MENDOZA, 2019b;
PATTON; MISTLBERGER, 2013) que, em condigdes normais, coordena o
comportamento alimentar para que a maior e menor ingestdao de alimentos ocorra,
respectivamente, na fase ativa e de repouso da espécie considerada. Porém,
alteracdes nesse padrao alimentar podem comprometer o funcionamento do sistema
circadiano o que conduz a ideia de que o0 momento da ingestdo de alimentos pode
afetar positivamente (alinhamento/sincronizacgéao) ou negativamente
(desalinhamento/dessincronizagéo) o sistema de temporizagdo (MENDOZA, 2019a).
A ingestdo de alimentos e o metabolismo dos nutrientes neles contidos s&o
controlados por estruturas neurais, sistemas neuroquimicos e neuroenddcrinos
especificos; e alteragdes em tais sistemas, como os provocados por mudangas no
padréao alimentar, podem associar-se a modificagdes comportamentais e fisiologicas
(CAMBRAIA, 2004; MISTLBERGER, 2011).

O tempo normal entre o oscilador principal e os periféricos pode ser
interrompido quando o padréao de alimentagao, por exemplo, € alterado (HASTINGS;
REDDY; MAYWOOD, 2003; OOSTERMAN et al., 2015). Como mencionado, animais
de laboratério com acesso ad libitum a uma dieta padrao consomem, normalmente, a
maioria (60-80%) de sua ingestao diaria de alimentos a noite. “Restricdo temporal do
alimento” (RTA) ou “alimentacdo com restricdo” € um protocolo experimental
frequentemente utilizado para avaliar o impacto do horario de ingestdo de alimentos
sobre o sistema circadiano. Nele, ha uma janela temporal especifica durante o ciclo
de 24 horas na qual ocorre a ingestdao de alimentos (DE GOEDE et al., 2020;
MANOOGIAN; PANDA, 2017). O acesso aos alimentos pode ser restrito a varias horas
durante a fotofase escura (fase ativa do animal), condicdo que favorece a
sincronizacao/alinhamento entre o comportamento alimentar e a condicao natural do
comportamento de sonol/vigilia do animal, ou varias horas durante a fotofase clara
(fase inativa de roedores noturnos), situagao na qual a restricdo alimentar resulta em
uma dessincronizagado/desalinhamento entre a ingestdo dos alimentos pelo roedores
e a condicao natural do seu comportamento de sono/vigilia (MANOOGIAN; PANDA,
2017).
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A alimentacdo restrita a curtos periodos, especialmente em modelos
experimentais nos quais o alimento é oferecido durante o dia para os roedores
noturnos (DIAZ-MUNOZ et al., 2010) provoca, nos animais, alteracdo no ritmo
endogeno de ingestdo alimentar. Diante dessa situag&do, os reldgios periféricos
tornam-se independentes da ritmicidade do NSQ, e o sistema circadiano ndo € mais
arrastado pela luz, mas, principalmente pelos efeitos da programacéao da alimentagao
das refeicbes. Em modelos experimentais animais, a restrigdo temporal do alimento a
fase clara do ciclo de 24 horas mimetiza a condicdo observada em trabalhadores
noturnos, individuos da sociedade moderna que tendem a concentrar sua atividade e
ingestao alimentar ao periodo de repouso, sendo, portanto, utilizada para avaliar o
impacto desse padrao alimentar alterado sobre o sistema circadiano e no

desenvolvimento de doengas.

A restricdo temporal do alimento a fase inativa de camundongos promoveu
hiperfagia e ganho de peso nesses animais em apenas nove dias, menor flexibilidade
metabdlica com maior dependéncia de carboidratos, inversao quase completa na fase
de expressao de genes circadianos em osciladores periféricos localizados no figado
e menor amplitude dos ritmos biologicos no tecido adiposo epididimal, musculo
esquelético e coragcdo (BRAY et al., 2013). Em ratos, a alimentagao restrita a fase
ativa melhorou a tolerancia dos tecidos a glicose, enquanto a restricdo do alimento a
fase de descanso promoveu piora (DE GOEDE et al, 2019) assim como
dessincronizagao dos osciladores do musculo e figado (OPPERHUIZEN et al., 2016).
Em humanos, a dessincronizagao entre os osciladores central e periféricos provocada
pela alteracao do tempo de ingestdo de alimentos pode conduzir ao desacoplamento
dos osciladores periféricos do precursor central levando ao desenvolvimento de
disturbios metabdlicos, incluindo a obesidade e o diabetes tipo 2 (LONGO et al., 2017;
MANOOGIAN; PANDA, 2017; OOSTERMAN et al., 2015).

A execugao normal do padrao diario de ingestdo alimentar envolve também a
expressao de genes circadianos nos osciladores central e periféricos do sistema
circadiano que podem ter igualmente sua fase de expressao modificada pelo horario
de ingestado de alimentos. A restrigdo do acesso alimentar esta associada a mudangas
na expressao génica do sistema do reldgio circadiano (DE ARAUJO et al., 2016). O
NSQ, sensivel as informagdes foticas, dificilmente é perturbado pelos padrbes de

alimentacdo. Contudo, os osciladores periféricos, especialmente os localizados no
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figado, sdo insensiveis a mudancas relacionadas as pistas féticas, mas sua fase e
amplitude sao influenciadas pela alimentacdo (DAMIOLA et al., 2000; VOLLMERS et
al., 2009). Estudos em ratos relataram que os ritmos de expressao de genes
circadianos s&o afetados pelo horario de ingestdo de alimentos. Um estudo
demonstrou que a alimentacéao restrita durante o periodo inativo dos animais induz os
ritmos de expressao dos genes circadianos em 6rgaos periféricos e regides cerebrais
diferentes do NSQ (DAMIOLA et al., 2000; FEILLET et al., 2008).

A influéncia do horario da alimentagdo como um sincronizador periférico foi
investigada através da expressao diaria dos genes circadianos (Per1, Per2 e Bmal1)
em varias regides hipotaldmicas, com a finalidade de determinar se o horario da
restricdo de alimento afeta os genes circadianos em osciladores externos ao SNC de
forma uniforme. Ratos Wistar foram mantidos em restricao alimentar (duas horas de
acesso diario ao alimento) ou com alimentagcdo ad libitum durante 3 semanas. O
horario de restricdo alimentar afetou a expressdo dos genes provocando uma
mudancga de fase, ou seja, uma modificagdo de acordo com a combinag&o de nucleos
hipotalamicos e genes direcionados. Esses dados reforgam que os sinais metabdlicos
ou temporais provocados pela restricdo da alimentacdo modificam a organizagao
temporal no hipotadlamo (MINANA-SOLIS et al., 2010).

Estudo semelhante avaliou o impacto de diferentes padrées de restricao
alimentar sob a modulagédo da expressdo de genes circadianos no NSQ e em
osciladores extra-NSQ localizados nos nucleos hipotalamicos PVN e ARC. O padrao
de expressao dos genes circadianos em resposta a alimentagéo restrita a noite
(durante duas horas), alimentacao restrita ao dia (duas horas) e alimentacao durante
o dia (12 horas de disponibilidade alimentar) foi afetado de forma distinta no NSQ e
nos diferentes nucleos hipotalamicos. Estes resultados sugerem que o oscilador
central bem como o oscilador no PVN e ARC, areas envolvidas com a ingestao de
alimentos, respondem de forma tecido especifica a restrigao alimentar (DE ARAUJO
et al., 2016). Em conjunto, as evidéncias indicam que tanto o conjunto de osciladores
quanto os ritmos de expressao dos genes circadianos do sistema de temporizagao
sdo afetados pelo horario de ingestdo dos alimentos, que quando concentrada em
horarios incomuns conduzem a alteragbes metabdlicas que contribuem para o

desenvolvimento e instalagao de doencgas.
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2.6 RITMO DE ATIVIDADE LOCOMOTORA

A ingestdo alimentar € um ritmo diario robusto que € acompanhado pelo
aumento da atividade locomotora em torno do evento (MENDOZA, 2019a). Em
roedores, uma das consequéncias da alteragcao do padréo alimentar, especialmente
em protocolos de alimentagao programada como na restrigdo temporal do alimento, &
a modificagdo do ritmo de atividade locomotora. Normalmente, o ritmo locomotor
(atividade/repouso) esta sincronizado com o ritmo de ingestdo de alimentos
(alimentagao/jejum). No caso de animais de habitos noturnos ambos se mostram mais
pronunciados durante a noite (locomogao e alimentagcédo). Contudo, alimentagdes
diarias programadas, restritas a apenas algumas horas ao longo do dia, com destaque
para as que apresentam concentracao da ingestao alimentar durante a fotofase clara
do fotoperiodo claro-escuro, alteram o ritmo diario de atividade locomotora por induzir
uma atividade excitatoria especifica em roedores conhecida como “atividade
antecipatéria ao alimento (AAA)” (TAHARA; SHIBATA, 2013).

A AAA ¢ definida como a excitagao diaria ou o comportamento de busca pelo
alimento aproximadamente 2 a 3 horas antes da alimentacdo ou horario de
disponibilidade do alimento (CARNEIRO; ARAUJO, 2012, 2009; DIBNER; SCHIBLER;
ALBRECHT, 2010; FEILLET et al., 2006; TAHARA; SHIBATA, 2013). Ela é
caracterizada pelo aumento do comportamento exploratério e de forrageio
(STEPHAN, 2002), aumento da temperatura corporal, niveis de glicocorticoides
plasmaticos, motilidade gastrintestinal e atividade de enzimas digestivas e atividade
locomotora, que permanecem mesmo na auséncia de qualquer sincronizador externo
(HONMA; HONMA; HIROSHIGE, 1987). A AAA é identificada como a saida
comportamental de um oscilador arrastado por alimento (FEO), que esta separado do
oscilador arrastado pela luz (LEO), localizado no nucleo supraquiasmatico (NSQ) do
hipotalamo (CARNEIRO; ARAUJO, 2012). Acredita-se que os roedores procuram por
comida quando o horario de alimentacdo se aproxima e que eles podem aprender e
lembrar o tempo de alimentagdo regular por meio do seu oscilador interno
sincronizado pelo alimento (TAHARA; SHIBATA, 2013). Vale destacar que a atividade
antecipatoria controlada pelo FEO ocorrera mesmo na auséncia do nucleo
supraquiasmatico (TAHARA; SHIBATA, 2013). A ablagdo do oscilador central em
camundongos resulta na interrup¢éo dos ritmos relacionados a atividade locomotora;
no entanto, a AAA surge antes das refeicbes em caso de alimentagdo diurna
programada (BOULOS; TERMAN, 1980; STEPHAN; SWANN; SISK, 1979).
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Estudos utilizando animais com delegado, mutantes ou com lesao especifica de
parte do cérebro foram conduzidos com o objetivo de investigar o local ou mecanismo
do oscilador sincronizado pelo alimento. Para estudos de lesdo, experimentos
sugerem que a integridade do hipotalamo dorsomedial € importante na regulagéo do
comportamento alimentar em roedores. Lesdes nessa regido podem afetar a
expressao comportamental da AAA, cuja formacgao fica significativamente reduzida,
(GOOLEY; SCHOMER; SAPER, 2006; MORIYA et al., 2009; TAHARA et al., 2010)
levando a acreditar que esta pode ser uma das possiveis localizagbes do FEO.
Contudo, a atividade antecipatoria ao alimento ndo esteve ausente, mas apenas
reduzida em camundongos com lesdao do nucleo DMN (LANDRY et al., 2006) e
aumentada em animais com lesdo do DMH e NSQ quando comparados aos que
apresentavam apenas lesdo do DMH (ACOSTA-GALVAN et al., 2011). Tal resultado
sugere que o DMH faz parte do FEO, mas, ele ndo é um requisito para a indugéo da
AAA (TAHARA; SHIBATA, 2013).

As informacdes expostas demonstram que a ingestdo de alimentos segue um
ritmo circadiano que é controlado, dentre outros fatores, pelas proje¢cdes que surgem
no NSQ. O NSQ mantém uma sincronia entre a alimentacéo e o ciclo claro-escuro
prevenindo o desenvolvimento de patologias. Contudo, modificagdes no horario de
ingestao alimentar, com destaque para a restricdo temporal do alimento a fase inativa
da espécie considerada, pode resultar em dessincronia entre uma pista ambiental
(alimentacdo) e os ritmos biolégicos, bem como, entre os osciladores central e
periféricos do sistema de temporizagcdo, com estes ultimos tornando-se independentes
da sincronizacao estabelecida pelo oscilador central. Como resultado, pode-se
observar mudangas comportamentais (comportamento alimentar e ritmo de atividade
locomotora, este ultimo em animais), em parédmetros fisiol6gicos, metabdlicos e na
fase de expressado de genes circadianos e genes controlados pelos osciladores que
favorecem o desenvolvimento de doengas como a obesidade e patologias correlatas.

A verificacao das repercussdes da RTA na fase clara do ciclo, fase inativa de
roedores, sobre os parametros acima citados € objeto de estudo de muitos trabalhos.
Porém, pouco se sabe a respeito do que ocorre com tais indicadores quando a
alimentagao volta a ser oferecida livremente (ad libitum) ao animal apés o periodo de
restricdo alimentar. Tal conhecimento é relevante tendo em vista o aumento no
numero de individuos com padrao alimentar alterado, onde predomina a ingestao

alimentar realizada no periodo biologicamente destinado ao descanso, e os disturbios
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nutricionais e fisio-metabdlicos ja relatados decorrentes desse comportamento. Diante
da possibilidade de retorno pelo individuo ao padrao alimentar habitual, torna-se
importante saber se os disturbios provocados pelo padrdo alterado nos parametros

citados permanecem.
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3 HIPOTESES

A restricao temporal do alimento durante 16 horas provocara disturbios em parametros

nutricionais e fisio-metabdlicos em ratos Wistar.

Disturbios em parametros nutricionais e fisio-metabdlicos em ratos Wistar provocados
pela restrigao temporal do alimento durante 16 horas nao sao revertidos apés retorno

a alimentagao ad libitum.
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4 OBJETIVOS
4.1 GERAL

Avaliar os efeitos da restricdo temporal do alimento durante 16 horas seguida ou néo
do restabelecimento da alimentacao ad libitum sobre parametros nutricionais e fisio-

metabodlicos em ratos Wistar.

4.2 ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da restricdo temporal do alimento durante 16 horas seguida ou nao
do restabelecimento da alimentagao ad libitum sobre:

e O peso corporal ao longo do periodo experimental;

e A quantidade de gordura visceral;

e O padréao circadiano da alimentacao;

e A curva circadiana da glicose e tolerancia oral a glicose (TOTG);

e O perfil glicémico e lipémico;

e O perfil hormonal (corticosterona, insulina, adiponectina, insulina);

e O ritmo de atividade locomotora durante todo o periodo experimental;
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5 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Biotério Naide Regueira Teoddsio, no
Laboratério de Bioquimica da Nutricdo e na Unidade de Estudos em Nutricdo e
Plasticidade Fenotipica do Departamento de Nutrigdo (DN) do Centro de Ciéncias da
Saude (CCS)/Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os procedimentos
experimentais descritos a seguir foram submetidos a analise e aprovagao pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) (Processo n° 0010/2019 - Anexo A) e estdo de acordo com as
resolugdes e diretrizes determinadas pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle
em Experimentagcdo Animal). Os animais foram mantidos em condi¢des padrao para
biotério sob temperatura de 22 + 1°C, umidade relativa em torno de 60% e ciclo luz
invertido 12/12h [fase clara (20h00min as 08h00min) e fase escura (08h00Omin as

20h00min)]. A agua foi oferecida ad libitum e a alimentagdo como descrito no item 5.2.

5.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 48 ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus Novergicus
Albinus) nascidos de matrizes da colénia do Departamento de Nutricdo (DN) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sendo quatro filhotes procedentes de
doze mées, recebidos do biotério de criagao aos 21 dias de vida, pesando entre 45 e
55g. Apds desmame (21 dias de vida) os filhotes foram aleatoriamente alojados em
gaiolas coletivas (4 animais por gaiola) e receberam dieta comercial de biotério ad
libitum (Presence®: PTN: 26%; CHO: 63%; LIP: 11%, VET 3,6 kcal/g). Aos 28 dias de
vida, os filhotes foram separados em gaiolas individuais para se adaptarem (antes do
inicio do periodo experimental). Aos 40 dias de vida, as gaiolas foram colocadas
dentro de caixas especificas dotadas de material e equipamento préprio para o
monitoramento da locomog¢ao do animal, realizado como descrito no item 5.6. Assim,
houve uma adaptacdo do animal ao novo habitat antes do inicio do periodo
experimental, que se deu aos 45 dias de vida do roedor.

Antes de proceder com a discriminagao dos grupos experimentais, ressalta-se
que a organizagao temporal da RTA bem como a avaliagado da ritmicidade da ingestéo
alimentar, curva glicémica e atividade locomotora foi medida através de um ciclo
ambiental (zeitgeber) que pode corresponder ao horario que as luzes acendem ou

apagam durante o periodo de 24 horas. Para fins de compreensao do temporizador
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externo, os Zeitgebers foram denominados segundo os fusos horarios dos ciclos,

comecgando ZT0 no primeiro intervalo da fase clara do ciclo (Figura 3).

Figura 3: Esquema de organizacdo temporal da restricdo temporal do alimento e da avaliagdo do
padrao circadiano da ingestao alimentar, da curva da glicemia e do ritmo de atividade locomotora dos
animais experimentais

20:00h  24:00h/00:00h  04:00h

ZT0 ZT4 ZT8

08:00h 12:00h 16:00h

| | | %

| | | Ny

ZT12 ZT16 ZT20

Fonte: A autora, 2022

Aos 45 dias de vida deu-se inicio a fase experimental com restricdo ou ndo no
tempo de alimentagdo dos animais associada ou ndo ao restabelecimento da
alimentagdo ad libitum. Dessa forma, inicialmente, os animais (n=48) foram
distribuidos em dois grupos: C (n=24): Controle - dieta oferecida ad libitum no ciclo de
24 horas e R (n=24): Restricdo temporal do alimento - dieta retirada nas primeiras oito
horas da fase escura do ciclo (ZT [zeitgeber time] 12, das 08:00 horas da manha as
16:00 horas da tarde - ZT20) e ofertada por dezesseis horas no periodo entre ZT20
(16:00 h - oito horas apds inicio da fase escura) e ZT12 (08:00 h da manha do dia
seguinte), durante seis semanas. Ao final da restricdo alimentar (87 dias de vida), de
forma aleatdria, metade dos animais de ambos os grupos, C1/ n=12 e R/ n=12, seguiu
para analises finais sendo eutanasiados ao término delas e a outra metade teve a
alimentagdo ad libitum restabelecida (grupo restrito com restabelecimento da
alimentacao ad libitum (RR/n =12) ou seguiu com oferta ad libitum da alimentacao
(C2/n=12), ambos por seis semanas. Assim, ao final da restricado temporal do alimento
foram obtidos quatro grupos: C1 (n=12)/ Controle 1 - dieta ofertada ad libitum no ciclo
24h do desmame até, aproximadamente, 87 dias de vida; R (n=12)/ Restricdo
Temporal do Alimento - dieta retirada nas primeiras oito horas da fase escura do ciclo
(ZT12 a ZT20, 08:00 horas da manha as 16:00 horas da tarde) e ofertada por
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dezesseis horas no periodo entre ZT20 (16:00h - oito horas apds inicio da fotofase
escura) e ZT12 (08:00h da manha do dia seguinte), por seis semanas (45 ao 87 dias
de vida); C2 (n=12)/ Controle 2 - dieta disponivel ad libitum no ciclo de 24 horas do
desmame até, aproximadamente, 129 dias de vida; RR (n=12)/ Restricdo temporal do
alimento com restabelecimento da alimentacao ad libitum - dieta retirada nas primeiras
oito horas da fase escura do ciclo (ZT12 a ZT20, 08:00 horas da manha as 16:00 horas
da tarde) e ofertada por dezesseis horas no periodo entre ZT20 (16:00 h - oito horas
apos iniciado a fotofase escura) e ZT12 (08:00 h da manha do dia seguinte) por seis
semanas (45 ao 87 dias de vida do animal) seguida do restabelecimento da
alimentacao ad libitum, por seis semanas (87 aos 129 dias de vida do animal). O
desenho esquematico experimental se encontra descrito na Figura 4. Na Figura 5 é

demonstrado o esquema de alimentagao utilizado para os grupos.

52 PROTOCOLO DE RESTRICAO TEMPORAL DO ALIMENTO E
RESTABELECIMENTO DA ALIMENTACAO AD LIBITUM

Os animais receberam dieta padrdo comercial (Presence® 26% de proteina,
63% de carboidrato, 11% de lipidio e 3,6 calorias/g) durante todo o periodo
experimental. A partir do 45° dia de vida os animais dos grupos controle (C1) e controle
2 (C2) se alimentaram ad libitum por todo o ciclo de 24 horas ao longo de todo periodo
experimental, aproximadamente 91 e 135 dias de vida, respectivamente. Ja os grupos
restricdo temporal do alimento (R) e restricdo temporal do alimento com
restabelecimento da alimentagcdo ad libitum (RR), apesar de terem a dieta
disponibilizada, tiveram uma restricdo temporal alimentar, isto €, a dieta foi ofertada
ao animal apenas apos oito horas do inicio da fase escura (ZT20/ 16:00 horas), sendo
oferecida a vontade até o horario de oito horas da manha do dia seguinte (ZT12/
08:00h), durante seis semanas. Para o grupo RR, apos a restricdo temporal do
alimento a alimentacéo ad libitum foi restabelecida por um periodo de seis semanas.
A quantidade de ragao ofertada aos grupos restritos foi a mesma dos grupos controle.
A ingestao alimentar (g) foi obtida pela diferenca entre a quantidade de racao oferecida
e a rejeitada. Os valores foram expressos como consumo alimentar relativo [Consumo

(gramas)/Peso corporal (gramas) x 100].



Figura 4: Desenho experimental do estudo segundo as fases do experimento
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Figura 5: Distribuigdo dos grupos segundo o padrao de alimentagéo a partir do fim da restricdo temporal
do alimento. Grupos: C1/n=12: Controle 1; R/n=12: Restricdo temporal do alimento; C2/n=12: Controle
2; RR/n=12: Restrigdo temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentagao ad libitum
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5.3 AVALIACAO DO PESO CORPORAL, GANHO DE PESO E COEFICIENTE DE
EFICIENCIA ALIMENTAR

O peso corporal dos animais foi aferido semanalmente no mesmo dia da
semana (segunda-feira), em ZT11 (07:00 horas fase clara do ciclo 24 horas), até o
final do periodo experimental (aos 91 e 135 dias de vida), através da utilizagcdo da
balanga eletronica digital, marca Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima 500g
(0,001g de precisao). O ganho de peso foi obtido utilizando-se o peso corporal final e
inicial do animal, conforme a equagéao: GP = PF (g) — Pl (g), em que: GP = ganho de
peso; PF = peso corporal final (g) durante o periodo de acompanhamento (RTA
apenas ou RR); Pl = peso corporal (g) do animal no inicio do experimento (Pl). O
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi mensurado considerando-se o ganho de
peso e a quantidade de alimento ingerido, segundo a equacao: CEA = GP(g) / TA(g),
em que: GP = ganho de peso; TA = quantidade total (g) de racao ingerida no periodo
(NERY et al., 2011).

5.4 INGESTAO ALIMENTAR E CURVA GLICEMICA

Antes do inicio (entre o0 40° e 45° dias de vida do animal) e ao final das fases
experimentais (entre o 87°-91° dias de vida do animal, para aqueles submetidos a
restricdo temporal do alimento, e ente o 129°-135°, para aqueles submetidos a
restricdo alimentar e restabelecimento da alimentacéo ad libitum) foi realizada a
quantificacado da ingestao alimentar a cada 4 horas (ZT0; ZT4; ZT8; ZT12; ZT16; ZT20)
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do ciclo de 24 horas. O animal, previamente ambientado, foi acompanhado durante
trés dias e a média do registro de trés dias consecutivos foi analisada. Dessa forma,
o padrao de consumo circadiano foi obtido bem como o total de ragao consumida em
cada periodo pelos grupos com dieta ad libitum el/ou com restrigdo temporal do
alimento seguida ou n&o do restabelecimento da alimentagao ad libitum. Em paralelo,
foi realizada a curva circadiana da glicose durante um dia em todos os grupos nos
mesmos intervalos de tempo (a cada 4 horas, ZT0; ZT4; ZT8; ZT12; ZT16; ZT20) de
controle do consumo alimentar antes do periodo de restricdo do alimento, ao final da
restricdo alimentar e/ou ao final do restabelecimento da alimentagédo ad libitum. A
ingestao circadiana da alimentacéo e a curva glicémica a cada 4 horas foram utilizadas
para observar a associagao entre a ritmicidade alimentar e glicémica (NASCIMENTO
et al., 2013) em fungéo do ciclo, da restrigdo do alimento antes e apds o periodo de

restricdo e/ou restabelecimento da alimentagéao ad libitum.

5.5 TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), conduzido na fase escura do ciclo
circadiano, foi realizado em trés momentos ao longo do periodo experimental: antes
da RTA, entre os dias 40 e 45 de vida do animal; ao final da RTA, entre os dias 87 e
91 de vida do animal, e ao final do periodo de restabelecimento da alimentagao ad
libitum, entre os dias 129 e 135 de vida do animal, em todos os grupos experimentais.
O animal foi submetido a um jejum de 6 horas (iniciado em ZT12, 08:00 h da manh3,
durante a fase escura do ciclo) (ANDRIKOPOULOQOS et al., 2008) e, apos esse periodo,
foi coletada a primeira amostra de sangue (tempo 0, ZT18 — 14:00h) para dosagem
da glicose basal com uso do aparelho Accu-Check Active®. Posteriormente, foi
administrada por gavagem uma solugéo de glicose a 50% na dosagem de 2 mg/g de
peso do animal para o teste de tolerancia a glicose (ANDRIKOPOULOS et al., 2008)
e a glicemia obtida nos tempos 30, 60, 90 e 120 min. Foi calculada a area sob a curva
de glicose (AG), obtida pelos valores de glicemia nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos,
por meio do método trapezoidal (LE FLOCH et al., 1990).

5.6 ANALISE DO RITMO DE ATIVIDADE LOCOMOTORA (RITMO DE ATIVIDADE-
REPOUSO)
O ritmo de atividade-repouso dos animais foi investigado por meio da utilizagao

do Sistema para Acionamento Programado e Monitoramento de Atividade (SAP)
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desenvolvido pelo laboratorio de cronobiologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte - UFRN. O SAP é composto por software e hardware que controla o
ambiente e detecta atividade de animais de forma clara e facil. O software € composto
por portas de entrada que analisam o estado de sensores de movimento. Os dados
analisados a partir dos sensores sao apresentados na tela do computador uma vez
por segundo, mostrando os seus estados (se o0 movimento foi detectado ou n&o). No
SAP, o arquivo de dados é salvo automaticamente e contém informagdes como data,
hora e numeros que representam a quantidade de segundo que o sensor detectou o
movimento do animal.

Este software controla dois acionadores que podem ser programados de forma
independente. Para cada acionador define-se o periodo de claro (acionado) e o
periodo de escuro (desligado), e esses estados ficam sendo gerados de forma ciclica
até que o usuario deseje finalizar o programa. O software possibilita também a
programacao diferenciada da primeira transicdo, ou seja, o usuario pode informar o
momento do dia que pretende iniciar o ciclo claro-escuro, podendo modificar os
periodos a qualquer momento. O hardware é composto, basicamente, por uma placa
de aquisicdo de dados e equipamentos eletroeletrbnicos, além dos sensores e suas
respectivas fontes de energia (CARNEIRO et al., 2012; SILVA et al., 2017) que se
conecta a um computador onde ocorre a leitura e compilagado dos dados fornecidos
pelo SAP.

O sistema possibilitou a inserg¢ao de ciclos claro/escuro de forma simplificada e
inerente ao mesmo, sendo 0s sensores programados para registar periodos de 5
minutos durante o periodo de intervencgao (45 a 87 dias de vida, equivalente a restrigao
alimentar, e 45 a 130 dias de vida, relativo a restricdo seguida do restabelecimento da
alimentacgao ad libitum). Apds os 42 dias de monitoramento para os grupos C1 e R, e
84 para os grupos C2 e RR, os animais foram retirados das cabines de registro e os
dados colhidos através do SAP organizados no software El temps (DIEZ-NOGUERA,
2013). Por meio do E/ temps pode-se construir actogramas, graficos em forma de
onda, e adquirir variaveis pertinentes ao estudo por meio do método COSINOR, de
acordo com o exposto abaixo (ROBERTO REFINETTI, 2019):

e Actograma: consiste em uma representagao grafica dos dados obtidos por meio
do SAP que permite observar as fases do ritmo. Os dados sao separados em dias
e alongados em uma linha. O alinhamento vertical das informagdes sugere o

comportamento do ritmo. Em caso de desvios para a esquerda, entende-se que o
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ciclo é inferior a 24 horas (as atividades tém inicio precoce com o passar dos dias),
enquanto desvios para a direita denotam um ciclo mais longo que 24 horas (com
o passar dos dias o inicio das atividades ocorre cada vez mais tarde);

e Graficos em forma de onda: aplicacdo dos dados em uma onda sinusoidal;

e COSINOR: os ritmos circadianos poderiam ser considerados ritmos suaves e bem
definidos, porém com ruido adicional. Se ajustados a uma curva sinusoidal de
24hs, os ritmos exibem uma sequéncia de ondas que alternam altos e baixos
durante esse periodo. Esta curva sinusoidal permite a determinacdo dos

parametros representados na figura abaixo (Figura 6).

Figura 6: Representagéo grafica de parametros ritmicos ajustados pelo método COSINOR. Mesor,
valor médio ajustado; acrofase, momento do ponto de maximo valor da curva; amplitude, diferenca
entre mesor e valor maximo da curva ajustada.

Vi Wedily

Batvlase Barrlase

Fonte: Refinetti (2019)

A definicao de cada um dos parametros € exposta

— Curva sinusoidal e seus parametros paramétricos: curva ajustada a maioria dos
ritmos circadianos representada por: acrofase, batifase, amplitude, mesor e periodo
— Mesor (mean estimed statistic over rhythm): média ajustada ao ritmo ou valor médio
da fungao cosseno de todos os valores de oscilagdo; corresponde a média dos

valores de acrofase e batifase. Valores maiores indicam maior atividade;
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— Amplitude (diferenca entre o maior valor e 0 mesor): medida da metade da extenséo
da variacao previsivel dentro de um ciclo ou a diferenga entre a acrofase e batifase.
Valores maiores indicam maior atividade;

— Acrofase (fase mais alta ou o pico obtido na oscilagdo): medida do tempo dos
valores gerais mais altos recorrentes em cada ciclo. Quanto maior o valor, mais
tarde o individuo apresenta seu pico de atividade;

— Batifase: momento dos menores valores da curva estimada

— Periodo: diferenga em horas entre as duas acrofases

— Porcentagem ritmica (%V, grau de ajuste do ritmo a curva cosseno): quanto maior
o valor, mais ritmico o individuo apresenta-se. Refere-se ao grau de ajuste do ritmo
de atividade-repouso a curva cosseno. De acordo com a seguinte fungao: f(t) =
M+ Acos(wt+ ¢), onde, “f(t)” seria o valor da fungdo para o tempo “t”; “M”
corresponde ao mesor; “A” a amplitude; “w" a frequéncia angular (360°, caso o ciclo
seja de 24 horas e o “t” seja calculado em horas); e “¢” corresponderia ao valor da

acrofase (em graus).

O método Cosinor, embora largamente empregado em Cronobiologia, é util para
ritmos que seguem uma funcgéo sinusoidal, o que nao ocorre como ritmo de atividade-
repouso. Dessa forma, por ndo seguir uma fungdo cosseno, as variaveis mesor,
amplitude, acrofase e porcentagem ritmica poderiam ser consideradas né&o
paramétricas (GONCALVES et al., 2014). Partindo desse pressuposto, observou-se a
necessidade de utilizar o software nparACT-package para realizagao de analises nao
paramétricas relativas ao ritmo de atividade-repouso. Assim, 4 variaveis nao
paramétricas foram propostas por Witting et al (1990) para medir a fragmentacéo do
ritmo, que segundo o autor, s&o variaveis mais eficientes para detectarem mudancgas
no ritmo de atividade e repouso. (WITTING et al., 1990). Tais variaveis, abaixo
discriminadas, estdo de acordo com o estudo de (GONCALVES et al., 2015a):

¢ Nivel maximo de atividade (M10): média das 10 horas continuas com maior
atividade. Quanto maior M10, mais intensa a atividade, isto &, os individuos séo
mais ativos;

¢ Nivel minimo de atividade (L5): relativo @ média de atividade das cinco horas

continuas menos ativas. Quanto menor L5, maior a eficiéncia do repouso. Maiores
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valores indicam agitagao do sono, e, baixos valores indicam periodo de repouso
eficiente.

e Amplitude relativa (Relative Amplitude - RA): diferenca entre M10 e L5 dividida
pela soma de M10 e L5. Valores elevados indicam maior diferenca entre os
periodos de atividade e de repouso, com ritmo mais expressivo;

e Variabilidade Intradiaria (Intradaily variability - IV): representa a fragmentagao do
ritmo com flutuagdes entre momentos de atividade e repouso em 24 horas (como
frequéncia e extensdo de transigbes entre periodos de repouso e atividade).
Razao entre a média dos quadrados da diferenga entre intervalos de tempos
consecutivos e a média dos quadrados da variancia geral. Quanto mais elevado
o valor, mais fragmentado o ritmo;

Estabilidade Interdiaria (Interdaily stability - IS): relativo a constancia do ritmo
em periodos de 24 horas. Consiste na razao entre a variancia da média-padrao de 24
horas em torno da média e da variancia geral. Isto é, demonstra a estabilidade da
atividade através dos dias e indica a sincronia entre o ritmo atividade-repouso e
zeitgebers (ou seja, quantifica o grau de sincronizagdo ao zeitgeber externo ou a
constancia do ritmo em 24hs). Quanto maiores os valores, mais estavel o ritmo através
dos dias.

Na Figura 7 é apresentada a cabine de registro de atividade locomotora. O

sistema de registro da atividade € demonstrado na Figura 8.
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Figura 7: Cabines de Registro de Atividade. A cabine apresenta trés niveis (superior, intermediario e
inferior) onde é possivel registrar, em cada um deles, a atividade de quatro animais. Os anteparos
verticais, localizados entre as gaiolas, asseguram que o sensor detecte a atividade de apenas um
animal
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Fonte: A autora, 2022
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Figura 8: Sistema de Registro de Atividade. Imagem do software responsavel pela captagdo dos dados
de atividade. As luzes pretas representam os canais para registro individual de atividade. O animal, ao
se movimentar, ativa o sensor (localizado dentro dos niveis, na parte superior das gaiolas) que emite
um sinal para o software (a cor do canal se torna amarela). A duragédo da fase clara e da fase escura é
ajustada na area superior esquerda ao lado de “D2”, nos locais indicados por “HC” e “HE”,
respectivamente, “horas de claro” e “horas de escuro”. O intervalo de registro (5 min) é ajustado de
forma automatica durante a instalagdo. O sistema cria um arquivo de extensado .txt, que pode ser
exportado para uma planilha eletrénica ou analisado no software El temps
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5.7 EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em dois horarios distintos:
08:00h (ZT12) ou 16:00h (ZT16), inicio e intervalo final da fase escura,
respectivamente. Para a eutanasia em ZT12, metade dos animais (seis) de cada
grupo (C1, R, C2 e RR) foi submetida a jejum prévio de 12 horas, com o objetivo de
avaliar os efeitos dessa condigdo (jejum agudo) nos marcadores bioquimicos e
hormonais. Por outro lado, com o intuito de observar os efeitos da RTA, os seis
animais restantes de todos os grupos experimentais foram eutanasiados em ZT16,

inicio da restricdo do alimento para o grupo R e de continuidade alimentar para os
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grupos C1, C2 e RR. Imediatamente apos a decapitacdo, amostras sanguineas foram

coletadas para determinacéao do perfil bioquimico e hormonal.

5.8 AVALIACAO POST-MORTEM

5.8.1 Determinacgao do perfil glicémico, lipémico e hormonal

As variaveis bioquimicas [glicemia de jejum, triglicerideos (TGL), colesterol total
(CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL)]
foram determinadas em amostras sanguineas (10 mL) coletadas apés decapitagcéo
dos animais submetidos a jejum de 12 horas (em ZT12). Ja a mensuragdo dos
horménios (corticosterona, insulina, adiponectina e leptina) foi realizada nas amostras
de sangue de animais eutanasiados em ZT12, inicio da fase escura com os animais
de todos os grupos em jejum, bem como em ZT20, intervalo final da fase ativa com os
animais dos grupos C1, C2 e RR alimentados e os do grupo R em jejum. As amostras
sanguineas foram centrifugadas a 25009/ 20 min para obtengcdo do soro e, em
seguida, armazenadas em freezer, a -80°C, para posterior analise.

As variaveis bioquimicas foram determinadas na Unidade de Estudos em
Nutricdo e Plasticidade Fenotipica, do Departamento de Nutricdo, da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), através do uso do espectrofotdmetro de microplacas
modelo EPOCH da BioTek e kits reagentes Labtest®. O nivel plasmatico de LDL-
colesterol e VLDL foi estimado através da equagcdo de Friedewald (WILLIAM T.
FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972), por meio do calculo indireto, usando a
férmula: LDL colesterol mg/DI = Colesterol total — HDL-colesterol — (Triglicerideos/5).

As dosagens hormonais foram realizadas no Laboratério de Doengas
Metabdlicas e Nutricionais (LDMN), do Departamento de Medicina Veterinaria, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) através do uso da leitora
automatica de microplacas e tiras de oito canais modelo TP READER NM/ Thermo
Plate e kits reagentes ELISA (adiponectina e corticosterona por meio do Elabscience®
Biotechnology Co, Estados Unidos; insulina e leptina através do kit da ThermoFisher,
San Diego, CA, USA).

5.8.2 Avaliacao de peso umido da gordura abdominal e do figado
A gordura visceral (soma da gordura retroperitoneal e epididimal) e do figado

foi pesada em balanca digital de precisdo Marte® AL200, com capacidade maxima de
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200g e variagcdo de 0,01g. Os valores absolutos dos pesos das gorduras
retroperitoneal e epididimal bem como do figado foram relativizados a partir do peso

corporal final, obtido em momento imediatamente anterior a realizagdo da eutanasia.

5.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de atividade motora extraidos do Sistema para Acionamento
Programado e Monitoramento da Atividade (SAP) foram descarregados no software
El Temps e organizados em actogramas e graficos em forma de onda para observagao
dos padrdes de atividade-repouso. O método Cosinor foi utilizado para investigagao
da presenca de ritmicidade através das variaveis paramétricas mesor, amplitude,
acrofase e porcentagem ritmica (%V). Para extracéo das variaveis ndo paramétricas
L5, M10, Amplitude Relativa, Estabilidade Interdiaria e Variabilidade Intradia foi
utilizado o software nparACT-package. A andlise dos dados normalizados
(porcentagem em relacéo a atividade total diaria) das variaveis ritmo circadiano e
média da atividade locomotora foi realizada por dia no intervalo de trinta dias.

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad
Prism®9, estabelecendo a significancia de p<0,05. A normalidade dos dados foi
verificada a partir do Teste de Shapiro-Wilk e a investigacao das possiveis diferengas
entre os grupos através da aplicacdo do Teste T-Student n&o pareado (ganho de peso
corporal, peso da gordura visceral, ingestao alimentar por fases do ciclo e total em
24h, area sob a curva da glicose, perfil glicémico e lipémico, concentragbes hormonais
— corticosterona, insulina, adiponectina e leptina) ou Analise de Variancia (ANOVA)
two-way (evolugdo do peso corporal, padrdo circadiano de ingestdo alimentar,
glicemia circadiana, tolerancia a glicose), seguida pelos Testes de Bonferroni ou Holm
Sidak para determinacéo da significancia estatistica para todos os procedimentos de

comparacao multipla. Os resultados foram apresentados em média e desvio padrio.
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6 RESULTADOS
6.1 EVOLUCAO PONDERAL

Ratos recém desmamados com peso corporal médio de 47,80 + 3,5 g foram
alimentados com dieta padrdo ad libitum durante 3 semanas e aleatoriamente
designados grupos Controle (C) e Restrito (R). Os grupos C e R n&o apresentaram
diferenga na massa corporal ao final de 3 semanas pos-desmame (C = 159,7 £ 17,5
g; R=159,3+£12,7 g, p = 0,9998) (Figura 9A). No periodo de RTA (Figura 9B), o peso
corporal diferiu entre os grupos R e C na terceira semana do protocolo sendo o peso
dos animais restritos 11% menor ao final de seis semanas de restricdo alimentar (C1
= 306,6 + 37,20 g; R = 278,5 + 25,35 g, p = 0,0235). O ganho de peso corporal no
periodo entre o desmame e fim do protocolo de RTA também diferiu entre os dois
grupos (C = 2584 £ 36,5 g; R = 231,04 £ 24,8 g, p = 0,0040) (Figura 10A). Apds o
restabelecimento da alimentagcao ad libitum, o peso corporal nao diferiu entre os
grupos C2 e RR (C2 =343,1 £ 38,7 g; RR=315,2 + 31,8 g, p = 0,9995) (Figura 9C).
Também né&o foi diferente o ganho ponderal entre os grupos do intervalo pés-
desmame ao final do restabelecimento da alimentacao ad libitum (C2 = 293,5 + 35,2
g; RR =266,4 £ 29,9 g, p = 0,0744) (Figura 10B).

Figura 9: Peso corporal de ratos antes da restricdo alimentar, na restricdo temporal do alimento e no
restabelecimento da alimentagdo ad libitum. Resultados expressos em média e desvio padrao,
considerando o grupo Controle (C/n=24), Restricdo temporal do alimento (R/n=24), Controle 1
(C1/n=24), Restricao temporal do alimento (R/n=24), Controle 2 (C2/n=12) e Restrigdo temporal do
alimento seguida do restabelecimento da alimentagao ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de
Shapiro-Wilk; aplicou-se a analise de Variancia (ANOVA) two-way de medidas repetidas seguido do
pos-teste de Holm Sidak. *vs C1 (p<0,05)
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Figura 10: Ganho de peso absoluto (g) do desmame ao final da restricdo temporal do alimento (A) e
ao final do periodo de restabelecimento da alimentagéo ad libitum (B). Resultados expressos em média
e desvio padréo, considerando o grupo Controle 1 (C1/n=24), Restricao temporal do alimento (R/n=24),
Controle 2 (C2/n=12) e Restrigdo temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentagéo ad
libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; aplicou-se o Teste t — Student. **vs C
(p<0,05)
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Contudo, é importante destacar que ao se realizar a estatistica sobre o total de
alimento acumulado (C1=1209,0£132,6g; R=1051+64,1g, p<0,001), o ganho de peso
no periodo (C1=233,7+41,8g; R=223,4+21,0g, p=0,45) e o coeficiente de eficiéncia
alimentar (relagdo ganho de peso/quantidade de alimento ingerido) se observou que
o protocolo de restricdo promoveu um maior coeficiente de eficiéncia alimentar
(C1=0,191£0,02; R=0,212+0,02, p<0,001) (Figura 11A), ou seja, animais restritos
mesmo ingerindo menor quantidade de alimento no periodo convertem essa eficiéncia
para manutencdo do peso corporal. Para o grupo de animais restritos e com
alimentagdo ad libitum restabelecida (RR), se encontrou também menor ingestéao
acumulada comparada ao controle (C2), (C2=2751+236,9g; RR=2368+212,2,
p<0,001), diferenga no total de ganho de peso, visto que reduziram o peso e depois
recuperaram (C2=253,7+40,69; RR=228,9+29,7g, p=0,025), mas sem diferenga no
coeficiente alimentar (C2=0,095+0,007; RR=0,096+0,005, p=0,685) (Figura 11B)
reforcando a reversibilidade deste parametro apds restabelecimento da alimentacao

ad libitum.
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Figura 11: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar do desmame ao final da restricao temporal do alimento
(A) e ao final do periodo de restabelecimento da alimentagéo ad libitum. Resultados expressos em
média e desvio padrao, considerando o grupo Controle 1 (C/n=12), Restricdo temporal do alimento
(R/n=24), Controle 2 (C2/n=12) e Restricdo temporal do alimento seguida do restabelecimento da
alimentacao ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; aplicou-se o Teste t —
Student. **vs C (p<0,05)
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6.2 GORDURA VISCERAL E PESO DO FiGADO UMIDO

O protocolo de restricdo alimentar aumentou cerca de 60% a gordura visceral
dos animais restritos quando comparados ao controle (C1) (C1=3,10+0,78; R =4,86
+ 0,79 %g, p<0,0001) (Figura 12A). Para os animais com restabelecimento da
alimentacgao ad libitum apos a restrigao alimentar nenhuma diferenga foi observada na
gordura visceral entre os grupos C2 e RR (C2=2,77 £ 1,14; RR = 2,69 £ 1,20 %g, p
= 0,8667) (Figura 12B).
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Figura 12: Gordura visceral de ratos adultos submetidos a restrigdo temporal do alimento (A) e restrigdo
temporal do alimento associada ao restabelecimento da alimentacdo ad libitum (B). Resultados
expressos em média e desvio padrao, considerando o grupo Controle 1 (C1/n=12), Restricdo temporal
do alimento (R/n=12), Controle 2 (C2/n=12) e Restricdo temporal do alimento seguida do
restabelecimento da alimentacdo ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; aplicou-
se o Teste t — Student. *vs C1 (p<0,05)
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A massa relativa do figado umido (grama por 100g de massa corporal) foi obtido
e observou-se redugao do tecido hepatico no grupo R durante o periodo da restricao
alimentar (C1=3,49+0,37; R=3,01+0,14g%, p<0,001), mas uma total recuperagao
dessa massa apd6s o retorno a alimentagdo ad libitum (C2=2,84+0,66,
RR=2,6710,819%, p=0,566).

6.3 PADRAO CIRCADIANO DE ALIMENTAGAO

Na Figura 13A observa-se que a ingestéo alimentar diaria ad libitum (g/100g de
peso corporal-g%) durante trés dias consecutivos segue um padrao circadiano
regular, o qual é caracterizado por uma menor ingestao na fase de claro seguida por
um pico de ingestao nas primeiras quatro horas da fase escura (ZT12) e nas ultimas
4 hs antes de acender a luz. Nos animais com restricdo temporal do alimento (Figura
13B), o pico de ingestao ocorreu nas quatro horas finais da fase escura (ZT20), o qual
demonstrou uma hiperfagia temporaria (R = 3,41 + 0,65 g%; C1=2,18 £ 1,40 g%, p <
0,0001) um pouco de cinquenta por centro acima do controle. Nos intervalos em que
estavam sem ragao, ZT12 e ZT16, a ingestdo média relativa (% peso corporal) de R

foi diferente de C1, o que era esperado ja que os animais do grupo restrito estavam
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sem comida. Com o restabelecimento da alimentacao ad libitum, as diferengas nao
foram mais observadas, voltando o animal restrito a sua ingestao habitual (Figura
13C).

A ingestao relativa de alimento (g%) total e por fase do ciclo circadiano esta
representada na Figura 14. Nesta se observa que antes da restricdo temporal do
alimento os grupos nao diferiram entre si ingerindo cerca de 66% do alimento na fase
escura (C = 9,31 £ 1,42 %g; R =9,5 £ 1,21 %g, p = 0,5339) (Figura 14A) e 34% na
fase clara (C = 4,99 + 1,12 %g; R = 4,49 + 0,92 %g, p = 0,1051) (Figura 14B),
representando um total em 24hs sem diferencas entre os grupos (C = 14,33 £+ 2,07
%g; R =14,04 + 1,23 %g, p = 0,5620) (Figura 14C).

Porém, no periodo de RTA houve redugcédo em torno de 36% da quantidade
média ingerida pelo grupo R na fase escura quando comparado ao grupo C1 (R = 3,41
+ 0,55; C1 = 5,28 + 0,68 %g, p<0,0001) (Figura 14D), o que era previsivel devido a
auséncia de alimento. Na fase clara (Figura 14E) o grupo R ingeriu cerca de 20% a
mais que C1, mas sem significancia entre os grupos (C1 = 3,45 £ 0,87 %g; R = 4,14
1 0,85 %g, p = 0,0637) uma vez que ndo compensou o total reduzido na fase escura.
A auséncia de compensacao levou a uma reducao total de alimento em torno de 12%
em 24h no grupo R comparado a C1 (C1 =8,58 + 0,44 %g; R =7,56 £ 0,91 %g, p =
0,0028) (Figura 14F). Com o restabelecimento da alimentagao ad libitum no grupo
submetido a RTA nenhuma diferenca foi observada entre os grupos C2 e RR durante
a fase escura (C2 = 5,67 + 0,91 %g; RR = 5,22 + 0,65 %g, p = 0,1757) (Figura 14G),
clara (C2 = 3,99 + 1,27 %g; RR = 3,47 + 0,59 %g, p = 0,2155) (Figura 14H) e total em
24h (C2=9,66 £ 1,42 %g; RR =8,69 + 0,98, p = 0,0639) (Figura 14l).



60

Figura 13: Ritmo circadiano da alimentagéo (g/100g) antes da restricao alimentar (A), na restricao
temporal do alimento (B) e no periodo de restabelecimento da alimentagao ad libitum (C). Resultados
expressos em média e desvio padrao, considerando o grupo Controle (C/n=24), Restricao temporal do
alimento (R/n=24), Controle 1 (C1/n=12), Restrigdo temporal do alimento (R/n=12), Controle 2
(C2/n=12) e Restricao temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentacdo ad libitum
(RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; realizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) two-
way de medidas repetidas seguido do pds-teste de Bonferroni. *vs C1 (p<0,05)
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Figura 14: Ingestédo alimentar média (g/100g) de racao por fases (escura e clara) e ao longo do ciclo
de 24 horas antes da restricdo alimentar (A, B, C), na restrigdo temporal do alimento (D, E, F) e no
restabelecimento da alimentagéo ad libitum (G, H, |). Resultados expressos em média e desvio padrao,
considerando o grupo Controle (C/n=24), Restricdo temporal do alimento (R/n=24), Controle 1
(C1/n=12); Restricao temporal do alimento (R/n=12); Controle 2 (C2/n=12) e Restricdo temporal do
alimento seguida do restabelecimento da alimentagao ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de
Shapiro-Wilk; utilizou-se o Teste t — Student. (D, F) *vs C1 (p<0,05)
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6.4 GLICEMIA CIRCADIANA

As curvas glicémicas de cada grupo em um ciclo de 24h nas diferentes etapas
do estudo estdo mostradas na Figura 15. Durante o periodo de alimentagao ad libitum

(Figura 15A) o padréo circadiano glicémico nao diferiu entre os animais dos grupos C
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e R. Ele manteve-se constante em todos os pontos das fases clara (ZT0, ZT4 e ZT8)
e escura (ZT12, ZT16 e ZT20). Na restricao alimentar (Figura 15B) observou-se
alteragdo do perfil glicémico circadiano de R em comparagédo ao C1. O grupo R
demonstrou uma maior glicemia em relagdo ao C1 nos dois primeiros intervalos da
fase clara (ZT0 e ZT4) enquanto para o ultimo momento (ZT8) dessa fase a glicemia
foi menor. Por outro lado, ao longo da fase escura a glicemia de R manteve-se
constante em todos os pontos (ZT12, ZT16 e ZT20) dessa fase comparado a C1
(Figura 15B). Apos o restabelecimento da alimentagéo ad libitum para os animais que
foram submetidos a restricdo temporal do alimento, nenhuma significancia foi
observada na curva glicémica em comparagdo ao C2, sendo o padrao glicémico

constante ao longo de 24 hs para ambos (Figura 15C).
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Figura 15: Curva glicémica circadiana realizada antes da restricdo alimentar (A), na restricdo temporal
do alimento (B) e no restabelecimento da alimentagéo ad libitum (C). Resultados expressos em média
e desvio padrao, considerando o grupo Controle (C/n=24), Restricdo temporal do alimento (R/n=24),
Controle 1 (C1/n=12), Restrigdo temporal do alimento (R/n=12), Controle 2 (C2/n=12) e Restricao
temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentagédo ad libitum (RR/n=12). Teste de
Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) two-way seguido pelo pos-
teste de Holm Sidak. *vs C1 (p<0,05)

A
1607 | | I
= 140
B
(=]
E
c 120
£
[}
L
© 100+
@ C
- R
80 T T T T T T
ZT0 ZT4 ZT8 ZT12 ZT16 ZT20
zeitgeber
B
el | I
—_— *
=1 140
) *
(=2
£
@ 120
E
[
L
O 100
. - C1
& R
80 I I I I I I
ZT0 ZT4 ZT8 ZT12 ZT16 ZT20
zeitgeber
C
1607 1 | I
- 1404
)
E=2
E
s 120
£
[]
L
© 100+
@ C2
4% RR
80

T T T T T T
ZT0 ZT4 ZT8 ZT12 ZT16 ZT20

zeitgeber
Fonte: A autora, 2022



64

6.5 TESTE DE TOLERANCIA ORAL A GLICOSE

Na Figura 16 estédo representados a tolerancia a glicose e a area sob a curva
da glicose. A tolerancia a glicose antes da restricao alimentar n&o foi significante entre
os grupos (Figura 16A). Durante a intervengao (Figura 16C), o grupo R diferiu do grupo
C1 aos 60 min, refletindo também na significancia na area sob a curva (Figura 16D).
Para o periodo de restabelecimento da alimentagao ad libitum (Figura 16E), nenhuma

diferenca foi observada intergrupos.
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Figura 16: Tolerancia a glicose (A, C, E) e area sob a curva de glicose (B, D, F) antes da restricao
alimentar (A e B), na restrigdo temporal do alimento (C e D) e no restabelecimento da alimentagao ad
libitum (E e F). Resultados expressos em média e desvio padrdo, considerando o grupo Controle
(C/n=24), Restricdo temporal do alimento (R/n=24), Controle 1 (C1/n=12), Restricdo temporal do
alimento (R/n=12), Controle 2 (C2/n=12) e Restri¢gdo temporal do alimento seguida do restabelecimento
da alimentacao ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-se a Analise de
Variancia (ANOVA) two-way seguido pelo pds-teste de Holm Sidak para TOTG e Teste t — Student para
area sob a curva. (C e D) *vs C1 (p<0,05)
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6.6 PERFIL HORMONAL

No inicio (Zt12) e ao final da fase escura (Zt20) foi realizada a dosagem
hormonal dos grupos Controles e Restritos (Figura 17). A restricdo alimentar néo
alterou as concentrag¢des de corticosterona (C1 =1,64 £ 0,23 ng/mL; R =1,54 + 0,32
ng/mL, p = 0,5170 (Figura 17A); insulina (C1 = 0,43 + 0,05 plU/ mL; R = 0,41 + 0,03
pIU/ mL, p =0,4521) (Figura 17B); adiponectina (C1 = 0,18 £ 0,02 pg/mL; R = 0,17
0,02 pg/mL, p = 0,3789) (Figura 17C) e leptina (C1 = 3,17 £ 0,57 pg/mL; R = 4,43 +
1,71 pg/mL, p = 0,1172) (Figura 17D) quando mensuradas no intervalo Zt12 ou inicio
da fase escura em que os grupos estavam em jejum.

Ao final da fase escura (ZT20), momento de disponibilidade do alimento para
os grupos C e R, o protocolo de RTA nao interferiu nos niveis de corticosterona (C1 =
1,56 + 0,22 ng/mL; R = 1,51 £ 0,28 ng/mL, p = 0,7350) (Figura 17A) e adiponectina
(C1=0,18+0,03 pg/mL; R=0,17 £ 0,03 pg/mL, p =0,4217) (Figura 17C), mas reduziu
os niveis de insulina quando comparados ao grupo C1 (R = 0,38 £ 0,05 ulU/ mL; C1
= 0,45 £ 0,05 ylU/ mL, p = 0,0252) (Figura 17B), e aumentou os niveis de leptina (R =
4,44 + 0,54 pg/mL; C1 =2,98 + 0,56 pg/mL, p = 0,0018) (Figura 17D).
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Figura 17: Perfil hormonal no soro de ratos adultos nos Zt12 e Zt 20 submetidos a restricao temporal
do alimento. Resultados expressos em média e desvio padrao, considerando o grupo Controle 1
(C1/n=12) e Restrigdo temporal do alimento (R/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-
se o0 Teste t — Student. *vs C1 (p < 0,05)
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A concentracdo hormonal também foi avaliada intragrupo segundo os
zeitgebers 12 e 20, inicio e fim da fase escura, respectivamente, nos grupos Controle
e Restricdo temporal do alimento (Figura 18). Nenhuma diferencga foi detectada entre
0s grupos nos periodos de tempo (zeitgebers) nos niveis de corticosterona (C1/ZT12
=1,64 £ 0,23 ng/mL; C1/ZT20 = 1,56 £ 0,22 ng/mL, p = 0,5451; R/ZT12 = 1,54 £ 0,32
ng/mL; R/ZT20 = 1,51 + 0,28 ng/mL, p = 0,8947) (Figura 18A); insulina (C1/Z2T12 =
0,43 £ 0,05 plU/mL; C1/Z2T20 = 0,45 £ 0,05 plU/mL, p = 0,4777; R/ZT12 = 0,41 + 0,03
plU/mL; R/ZT20 = 0,38 + 0,05 ulU/mL, p = 0,2050) (Figura 18B); adiponectina
(C1/2T12 = 0,18 £ 0,02 pg/mL; C1/ZT20 = 0,19 £ 0,03 pg/mL, p = 0,6335; R/ZT12 =
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0,17 0,02 £ plU/mL; R/ZT20 = 0,17 £ 0,03 plU/mL, p = 0,7270) (Figura 18C) e leptina
(C1/2T12 = 3,17 £ 0,57 pg/mL; C1/ZT20 = 2,98 £ 0,56 pg/mL, p = 0,5937; R/ZT12 =
4,43 + 1,71 plU/mL; R/ZT20 = 4,44 + 0,54 plU/mL, p = 0,9929) (Figura 18D).

Figura 18: Analise hormonal por zeitgeber (12 e 20) intragrupos em funcgao da restricao temporal do
alimento. Resultados expressos em média e desvio padréo, considerando o grupo Controle 1 (C1/n=12)
e Restricdo temporal do alimento (R/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-se o Teste
t — Student.
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Apds o restabelecimento da alimentagdo ad libitum no grupo submetido a
restricdo alimentar, a dosagem hormonal no ZT12 (Figura 19) permaneceu sem
alteragdes nos niveis de corticosterona (C2 = 1,71 + 0,27 ng/mL; RR = 1,56 £ 0,22
ng/mL, p = 0,3094) (Figura 19A); insulina (C2 = 0,38 + 0,07 ylU/mL; RR = 0,34 + 0,03
pIU/mL, p = 0,2212) (Figura 19B); adiponectina (C2 = 0,18 £ 0,02 pg/mL; RR =0,17
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0,02 pg/mL, p = 0,2904) (Figura 19C) e leptina (C2 = 3,11 + 1,00 pg/mL; RR = 3,81 +
0,75 pg/mL, p = 0,2023) (Figura 19D). Porém, as diferengas mostradas no ZT20 nos
niveis de insulina e leptina desapareceram de modo que nenhuma significancia foi
encontrada nas diversas dosagens hormonais, como os niveis de corticosterona (C2
=1,78 £ 0,22 ng/mL; RR = 1,69 + 0,22ng/mL, p = 0,4780) (Figura 19A), insulina (C2 =
0,38 £ 0,06 pUI/mL; RR = 0,32 £ 0,05 yUI/mL, p = 0,1324) (Figura 19B), adiponectina
(C2=0,18 £ 0,02 pg/mL; RR =0,17 + 0,03 pg/mL, p = 0,1817) (Figura 19C) e leptina
(C2=3,57 £ 0,95 pg/mL; RR = 3,95 + 0,61 pg/mL, p = 0,4347) (Figura 19D) em funcao
do restabelecimento da alimentagao ad libitum nos animais restritos.

Figura 19: Perfil hormonal no soro de ratos adultos nos ZT12 e ZT20 submetidos a restricao temporal
do alimento associada ao restabelecimento da alimentacao ad libitum. Resultados expressos em média
e desvio padrao, considerando o grupo Controle 2 (C2/n=12) e Restrigdo temporal do alimento seguida

do restabelecimento da alimentagcédo ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk;
utilizou-se o Teste t — Student.
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A analise intragrupo segundo os zeitgebers 12 e 20 também foi realizada nos
grupos Controle 2 e Restricdo temporal do alimento seguida do restabelecimento da
alimentacgao ad libitum. Na Figura 20 nenhuma significancia foi observada nos niveis
dos hormoénios avaliados; corticosterona (C2/Z2T12 = 1,71 £ 0,27 ng/mL; C2/ZT20 =
1,78 £ 0,22 ng/mL, p = 0,6334; RR/ZT12 = 1,56 £ 0,22 ng/mL; RR/ZT20 = 1,68 * 0,22
ng/mL, p = 0,3461) (Figura 20A); insulina (C2/Z2T12 = 0,38 £ 0,07 ylU/mL; C2/ZT20 =
0,38 £ 0,06 plU/mL, p = 0,9325; RR/ZT12 = 0,34 + 0,03 plU/mL; RR/ZT20 = 0,32 +
0,05 plU/mL, p = 0,4700) (Figura 20B); adiponectina (C2/ZT12 = 0,18 + 0,02 pg/mL;
C2/Z21T20=0,18 £ 0,02 pg/mL, p > 0,9999 ; RR/ZT12 = 0,17 £ 0,02 pg/mL; RR/ZT20 =
0,17 £ 0,03 pg/mL, p = 0,6545) (Figura 20C) e leptina (C2/ZT12 = 3,11 + 1,00 pg/mL;
C2/ZT20 = 3,57 £ 0,95 pg/mL, p = 0,4324; RR/ZT12 = 3,81 + 0,75 pg/mL; RR/ZT20 =
3,95 + 0,61 pg/mL, p = 0,7258) (Figura 20D).

Figura 20: Analise hormonal por zeitgeber (12 e 20) intragrupos em fungéo da restricdo temporal do
alimento associada ou nao ao restabelecimento da alimentacao ad libitum. Resultados expressos em
média e desvio padrao, considerando o grupo Controle 2 (C2/n=12) e Restrigdo temporal do alimento
seguida do restabelecimento da alimentagao ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-
Wilk; utilizou-se o Teste t — Student.
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6.7 PERFIL BIOQUIMICO

O perfil glicémico e lipémico dos animais submetidos a restricdo temporal do
alimento € mostrado na Tabela 1. Para todos os parametros avaliados, nao foi
observada diferenga entre os grupos C1 e R. De modo semelhante, as variaveis
bioquimicas de glicemia e lipemia dos animais submetidos a restricdo temporal do
alimento seguida do restabelecimento da alimentagao ad libitum (Tabela 1) ndo foram

significantes.

Tabela 1: Perfil glicémico e lipémico no soro de ratos adultos submetidos ou nao a restrigdo temporal
do alimento seguida ou n&o do restabelecimento da alimentac&o ad libitum. Resultados expressos em
média e desvio padrao, considerando o grupo Controle 1 (C1/n=5); Restricdo temporal do alimento
(R/n=6); Controle 2 (C2/n=6) e Restricdo temporal do alimento seguida do restabelecimento da
alimentacao ad libitum (RR/n=6). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-se o Teste t— Student.

Grupos
Variaveis (mg/dL) C1 (n=5)/ R (n=6)/ P
Média + DP Média + DP
Glicemia 181,7 (£31,9) 158,2 (£16,9) 0,1413
Triglicerideos 153,6 (16,6) 162,6 (£13,0) 0,1955
Colesterol 102,8 (£14,4) 114,8 (+24,3) 0,3241
HDLc 41,12 (£10,1) 40,37 (x13,1) 0,9137
LDLc 35,70 (x18,3) 47,65 (£23,9) 0,3534
VLDLc 30,65 (+1,2) 32,53 (+2,6) 0,1361
RAZAO TG/HDLc 3,97 (£0,9) 4,47 (x1,3) 0,4517
Grupos
Variaveis (mg/dL) C2 (n=6)/ RR (n=6)/ P
Média + DP Média + DP
Glicemia 160,8 (+ 16,9) 148,7 (+ 3,4) 0,2526
Triglicerideos 188,7 (£ 7,2) 174,4 (£ 29,0) 0,3129
Colesterol 104,4 (£ 6,3) 116,5 (£ 20,2) 0,3040
HDLc 33,68 (+ 7,6) 30,10 (+ 6,8) 0,4121
LDLc 45,97 (+ 4,8) 55,17 (+ 25,6) 0,4082
VLDLc 37,74 (x 1,4) 34,87 (£ 5,8) 0,3121
RAZAO TG/HDLc 5,26 (+ 0,5) 6,00 (£ 1,4) 0,2971

Fonte: A autora, 2022
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6.8 RITMO DE ATIVIDADE LOCOMOTORA
6.8.1 Actogramas, perfil de atividade em 24 horas, analises cosinor e nao

paramétricas

O padrdo de atividade locomotora dos animais ao longo de 24 horas é
demonstrado através de actogramas representativos na Figura 21. Os demais
actogramas, que sao referentes a todos os animais dos grupos C1, R, C2 e RR estéo
em Apéndices A, B, C e D, respectivamente. Na Figura 21, os actogramas C1 e R s&o
relativos aos grupos Controle 1 e Restricdo temporal do alimento, respectivamente,
que tiveram o registro de atividade durante 42 dias (duragao do protocolo de restricao
alimentar). Ja os actogramas C2 e RR dizem respeito aos grupos Controle 2 e
Restricdo temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentagédo ad
libitum cuja atividade locomotora foi registrada ao longo de 75 dias (45 dias de
restricdo alimentar mais 30 dias do restabelecimento da alimentagéo ad libitum).

Todos os grupos concentraram a atividade na fase escura do ciclo de 24 horas,
mas diferengas foram observadas em fungdo da restricdo temporal do alimento.
Durante a restricdo alimentar, a atividade locomotora dos grupos R e RR se
apresentou menor nas horas iniciais da fase escura. Este padrao é evidenciado pelo
surgimento de uma faixa branca observada no centro dos registros dos actogramas
nessa fase, que se estendeu do inicio ao fim do periodo de intervengcdo. Com o
restabelecimento da alimentagao ad libitum, o grupo que passou pelo periodo de RTA
restaurou seu padrao de atividade locomotora assemelhando-se ao C2, com nitida
auséncia da faixa branca na fase escura. Os espagos em branco situados entre os
blocos de dias 15-20 para o grupo C1, 30-35 para o grupo R, 20-25 e 55-60 para o
grupo C2 e 50-60 para o grupo RR (Figura 21), séo relativos aos momentos em que
nao houve aquisi¢ao de dados devido a paralizacdo do computador ou problemas com
o Sistema Para Acionamento Programado e Monitoramento da Atividade (SAP).

O perfil circadiano do ritmo de atividade locomotora obtido por graficos em
forma de ondas (Figura 22) também demonstrou diferengas entre os grupos C1 e R.
Para o grupo controle, os animais apresentaram um ritmo locomotor relativamente
constante ao longo da fase escura (inicio aos 480 min/ ZT12 e finalizagdo aos 1200
min/ZTQ0), com momentos de maior ou menor atividade, mas nunca proximos do zero.
Nos animais do grupo restrito durante a mesma fase, evidencia-se um brusco

decaimento na atividade que se estendeu do inicio da fase escura (480 min/ 08:00h/
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ZT12) até, aproximadamente, o primeiro quarto (720 min/ 12:00h/ ZT 16), dessa fase,
ficando, inclusive, proxima do zero neste intervalo. Posterior a este decaimento, a
partir dos 720 min (12:00h/ ZT 16), a atividade volta a aumentar apresentando um pico
aos 840 min (ZT18/ 14:00h, 2 horas antes da oferta do alimento) e se mantendo
constante até proximo do fim (1120 min para RR) ou até o fim da fase escura (1200

min/ 20:00h/ ZTO para R) quando decai novamente.

Figura 21: Actogramas representativos. Os graficos evidenciam o ritmo da atividade motora. Os blocos
em duas cores situados na parte superior referem-se a fase clara (blocos brancos) e escura (blocos
pretos). A atividade em 24 h é representada em uma linha, e os dias sdo organizados de forma
sequencial de cima para baixo. O valor de atividade para cada registro, coletado em intervalo de 5 min
em um periodo de 24 horas, é representado pelas deflexdes verticais. Grupos: C1/n=12: Controle 1;
R/n=12: Restricdo temporal do alimento; C2/n=12: Controle 2; RR/n=12: Restricdo temporal do alimento
seguida do restabelecimento da alimentacéao ad libitum
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Figura 22: Perfil do ritmo de atividade locomotora em 24h. Os graficos apresentam os dados brutos de atividade. Os dados de atividade sao expressos em
intervalos de 5 minutos como média e desvio padréo. Os intervalos menores, situados entre os valores maiores observados nos graficos, sao equivalentes a
40 min. Grupos: Controle 1 (C1/n=12); Restricao temporal do alimento (R/n=12); Controle 2 (C2/n=12); Restricdo temporal do alimento associada ao
restabelecimento da alimentagao ad libitum (RR/n=12).
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O perfil circadiano da atividade locomotora também foi obtido a cada intervalo
de 4hs ao longo de 24 horas e foi extraido a partir de médias dos valores brutos dos
actogramas (Figura 23). Para os grupos controle (Figura 23A, 23B, 23C e 23D), o
padrdo locomotor apresentou-se regular e constante ao longo dos dias, sem
diferengas nos intervalos da fase clara (ZT0, ZT4, ZT8) e escura (ZT12, ZT16, ZT20),
sendo o pico de atividade no primeiro intervalo (ZT12) dessa fase.

Durante a restricao alimentar, o perfil circadiano de atividade do grupo R diferiu
do C1 ao longo das semanas de restrigdo (Figura 23A) e na média do periodo (Figura
32B). Na fase clara, a atividade de R apresentou-se semelhante a de C1 nos dois
primeiros intervalos (ZTO0 e ZT4), mas aumentou no ultimo momento (ZT8) dessa fase.
Na fase escura, R reduziu a atividade no primeiro intervalo (Z12) e aumentou no ultimo
(£T20), sendo esse 0 momento do seu pico de locomogao, e ndo apresentou nenhuma
alteragdo no ZT16. Embora irregular ao longo das semanas (Figura 23A), a média da
atividade (Figura 23B) demonstrou para os animais restritos um perfil de locomogao
marcado por alteragdes no ultimo intervalo da fase clara (ZT8) e no primeiro (ZT12) e
ultimo intervalo (ZT20) da fase escura, como relatado.

Apoés o restabelecimento da alimentacédo ad libitum (Figuras 23C e 23D), o
padrao locomotor de RR apresentou-se semelhante ao de C2, regular e continuo ao
longo dos dias e sem as diferencas observadas durante o periodo de restricao e com
completa restauragao do pico de locomocao de RR durante as primeiras quatro horas
(£T12) da fase escura do ciclo (Figuras 23C e 23D).

A partir da analise da atividade locomotora pelo método COSINOR (Figuras 24
e 25; Tabela 2) verificou-se que os animais restritos demonstraram menor média na
atividade ao longo de 24 horas (mesor) e menor oscilagao ritmica (amplitude), além
de atraso no horario de pico de atividade (acrofase) (Figura 24). Apdés o
restabelecimento da alimentacgao ad libitum (Figura 25; Tabela 2) ainda se observou
permanéncia de menor atividade ao longo de 24 horas (amplitude), pico de atividade
atrasado (acrofase) e menor percentual ritmico (%V).

Na analise pelo método nao paramétrico nenhuma alteragao foi observada para
os parametros L5, M10, IV e AR, porém, maior estabilidade interdiaria (IS) foi vista
para os animais R em comparagao ao C1 (Tabela 2). Curiosamente, ao retornar para
a alimentagao ad libitum a estabilidade interdiaria de RR apresentou-se reduzida em

comparagao ao C2 enquanto as demais variaveis continuaram inalteradas.
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Figura 23: Ritmo circadiano e média da atividade locomotora em fungéo da restrigdo temporal do alimento (A e B) e do restabelecimento da alimentagao ad
libitum (C e D). Resultados expressos em média e desvio padréo, considerando o grupo Controle 1 (C/n=12), Restricdo temporal do alimento (R/n=12), Controle
2 (C2/n=12) e Restricdo temporal do alimento associada ao restabelecimento da alimentagao ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk;
utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) two-way seguido pelo pds-teste de Bonferroni. *vs C1 (p<0,05).
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Figura 24: Perfil de atividade locomotora de animais controles e submetidos a restrigdo temporal do
alimento analisados pelo método Cosinor e seus parametros: mesor, amplitude e acrofase. Grupos:

Controle 1 (C1/n=12); Restricao temporal do alimento (R/n=12).

Fonte: A autora, 2022
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Figura 25: Perfil de atividade locomotora de animais controles e submetidos a restricdo temporal do
alimento seguida do restabelecimento da alimentagdo ad libitum analisados pelo método Cosinor e
seus parametros: mesor, amplitude e acrofase. Grupos: Controle 2 (C2/n=12); Restricdo temporal do
alimento seguida do restabelecimento da alimentagao ad libitum (RR/n=12)
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Tabela 2: Variaveis paramétricas e ndo paramétricas do ritmo de atividade locomotora de ratos
submetidos ou ndo a restricdo temporal do alimento seguida ou ndo do restabelecimento da
alimentacdo ad libitum. Resultados expressos em média e desvio padrdo, considerando o grupo
Controle 1 (C1/n=5); Restricdo temporal do alimento (R/n=6); Controle 2 (C2/n=6) e Restrigdo temporal
do alimento seguida do restabelecimento da alimentacgao ad libitum (RR/n=6). Teste de Normalidade
de Shapiro-Wilk; utilizou-se o Teste “t” de Student. *vs C1; #vs C2 (p<0,05)

Grupos
Variaveis P
C1/ Média + DP R/ Média + DP

Paramétricas

Mesor (UA) 25,90 (+ 5,70) 18,42 (+ 3,49) 0,0024**
Amplitude (UA) 15,64 (£ 3,45) 10,01 (x2,05) 0,0003***
Acrofase (min) 776,40 (x42,96) 825,60 (£ 19,93) 0,0041**

%V 7,90 (£1,90) 4,08 (£ 1,14) <0,0001****
Nao paramétricas

L5 (UA) 10,71 (£ 3,16) 10,18 (+ 4,08) 0,7497
M10 (UA) 57,37 (£ 11,56) 56,08 (+ 10,03) 0,7932
Estabilidade interdiaria (IS) (UA) 0,27 (+ 0,05) 0,51 (+ 0,04) <0,0001****
Variabilidade Intradiaria (IV) (UA) 0,74 (+ 0,09) 0,78 (+ 0,08) 0,2699
Amplitude Relativa (AR) (UA) 0,69 (+ 0,04) 0,70 (+ 0,07) 0,7054

Variaveis e P

C2/ Média + DP RR/ Média + DP

Paramétricas

Mesor (UA) 40,41 (+ 5,09) 37,08 (+ 8,03) 0,2663

Amplitude (UA) 24,88 (+2,99) 19,48 (+ 3,45) 0,0011%#
Acrofase (min) 743,00 (+ 21,37) 806,10 (+ 30,02)  <0,0001###
%V 15,00 (% 3,73) 10,25 (+ 2,03) 0,0020%
Nao paramétricas

L5 (UA) 18,12 (£ 5,79) 13,26 (+4,75) 0,0582
M10 (UA) 70,74 (£ 6,87) 59,33 (£11,18) 0,0117
Estabilidade interdiaria (IS) (UA) 0,39 (+ 0,05) 0,30 (+ 0,04) 0,0015%
Variabilidade Intradiaria (IV) (UA) 0,85 (x0,11) 0,84 (+ 0,10) 0,8048
Amplitude Relativa (AR) (UA) 0,60 (+ 0,08) 0,63 (+ 0,06) 0,2816

Fonte: A autora, 2022
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7 DISCUSSAO

O estudo teve como foco identificar alteragdes fisioldgicas, comportamentais e
metabdlicas de ratos submetidos a um protocolo de RTA de ampla janela alimentar
concentrando 75% do horario de alimentagao na fase inativa do animal ou fase clara
do ciclo e testou a hipétese que apds retorno a alimentagao ad libitum as alteragoes
encontradas em fungdao do protocolo de restricdo se perpetuariam. Dentre as
mudangas fenotipicas causadas pela RTA pode-se citar a redugédo do peso corporal,
e aumento na quantidade de gordura visceral. Os animais restritos apresentaram
significativo pico de hiperfagia temporaria nas primeiras horas de disponibilidade de
racao e insignificante aumento da ingestdo na fase clara do ciclo culminando com
reducgao global da ingestao de alimento ao longo de 24h. Este achado ¢ intrigante visto
que a reducdo da ingestdo alimentar/energética apesar de reduzir o peso corporal
causou aumento na quantidade de gordura na regi&o visceral.

Os testes de homeostasia da glicose mostraram diferengas no padrao entre os
grupos durante a intervencéao refletindo que o controle glicémico possui regulagao
tanto do componente circadiano quanto da disponibilidade de alimento. Em adicao, a
disponibilidade de alimento também se mostra relevante para o controle da secrecao
de horménios relacionados com a homeostase energética a exemplo dos valores
elevados de leptina e reduzidos de insulina encontrados no animal submetido a
restricdo. O protocolo de RTA também se mostrou influente no ritmo da atividade
locomotora. Apds o restabelecimento da alimentagdo ad libitum a maioria dos
parametros alterados pela RTA foram restaurados, exceto aqueles relacionados a
atividade locomotora.

A reducao ponderal dos animais restritos corrobora os achados de estudos que
também fizeram uso da privagao alimentar nas horas iniciais do periodo ativo de ratos
Wistar (ALVES et al., 2021; COSTA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021). De forma
similar, protocolos cuja ragéo foi oferecida apenas durante a fase clara, ou periodo de
inatividade do animal, promoveram reducdo do peso corporal de roedores restritos
comparados ao seu controle (DE ARAUJO et al., 2016; DE GOEDE et al., 2020). Por
outro lado, quando a alimentagao foi concentrada na fase escura/ativa do roedor,
promovendo sincronia entre a variavel ambiental (alimentacdo) e os ritmos
circadianos, nenhuma alteracdo foi observada no peso corporal de animais
submetidos a restricdo alimentar em relagdo ao grupo controle (DE GOEDE et al.,

2020). Tais evidéncias demonstram que o horario de realizagdo das refeigbes
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repercute de formas diferentes sobre o peso corporal, sendo os impactos da ingestao
durante horarios ndo convencionais mais incisivas. Soma-se as observagoes
fenotipicas, a redugéo alimentar/energética de 12% ocorrida na fase escura para o
grupo R, ndo compensada na fase clara. Certamente este fato contribuiu para o menor
peso corporal detectado nos animais restritos. Estudo prévio também associou a
redugdao ponderal de animais submetidos a protocolos de restricdo temporal do
alimento a diminuicdo da ingestao caldrica (DE ARAUJO et al., 2016).

Supbde-se que a recuperacido do peso perdido durante a restricdo e
restabelecido a seguir a alimentag&o ad libitum, foi facilitado porque o percentual de
reducdo nao foi intenso. No entanto, o resultado da recuperagcédo de peso apés a
restricdo temporal do alimento, difere do relatado por DE GOEDE et al., (2020) que
reportaram persisténcia de menor peso corpdéreo em animais com alimentacao restrita
ao claro. Porém, neste mesmo estudo, o mesmo padrao ndo procedeu com animais
com alimentacgao restrita a fase escura comparados ao controle na primeira semana
de retorno a dieta ad libitum poés restricdo. E importante relatar que a literatura
demonstra que alteragdes mais contundentes de manutencao do peso perdido ocorre
em modelos de RTA em janelas temporais de 12h ou menos, o que também difere do
nosso protocolo que utilizou o periodo de RTA de 16hs/dia.

Os ritmos circadianos juntamente com sinais humorais, neurais e hormonais
determinam os intervalos diarios de fome e alimentagcdo (MENDOZA, 2019a), que
repercutem na expressao ciclica de genes relacionados ao metabolismo energético
(CHAIX et al., 2014). Essa influéncia sobre o metabolismo pode repercutir
negativamente em outros parametros, a exemplo da maior quantidade de gordura
visceral encontrada nos animais submetidos a restricdo temporal do alimento. No
presente estudo, o grupo R mostra um aumento de 56% na gordura visceral
comparado ao controle corroborando resultados prévios de nosso grupo de pesquisa
evidenciados em outros protocolos tanto em machos (COSTA et al., 2021; ROCHA et
al., 2017) quanto em fémeas (OLIVEIRA et al., 2021).

Outros pesquisadores também corroboram dos mesmos achados (KIM et al.,
2021; SHIMIZU et al.,, 2018; YOSHIDA et al., 2012). Um estudo recente em
camundongos C57BL/6J mostra que a resposta metabdlica de adipdcitos apos
protocolo de jejum intermitente varia de acordo com a distribuigdo anatdbmica, ou seja,
se o tecido adiposo € de localizagao visceral ou subcutanea. Com uso de ferramentas

de protedmica Harney et al., (2021) demonstraram redugcéo de enzimas envolvidas
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com a via lipolitica e aumento das vias lipogénicas, a exemplo de enzimas como acido
graxo sintase, no tecido adiposo visceral. Segundo os autores os depdsitos de tecido
adiposo se adaptam a um regime de restricdo para preservar os estoques lipidicos
principalmente o visceral. Além disso, esse estudo também demonstrou que a
proteina termogénica UCP1 (proteina desacopladora envolvida com a termogénese)
aumentou no tecido adiposo subcutdneo em fungdo do protocolo de jejum
intermitente, o que contribui para fundamentar a redugcdo de peso corporal e a
manutencao de gordura visceral nos restritos.

A elevada quantidade de gordura na regido abdominal dos animais restritos
também nos instiga a refletir que a retirada de alimento no periodo ativo leva a um
estresse no organismo culminando com o aumento de corticoides circulantes.
Contudo, apesar dos corticoides serem hormdnios associados a maior depésito de
gordura visceral (PAREDES; RIBEIRO, 2014) seus niveis nao foram consistentes em nossos
achados de modo que outras vias subjacentes podem ter sido responsaveis pelo acimulo de
gordura nessa regido nos animais do grupo R. Outra possivel explicagado para o aumento
de gordura visceral nos animais restritos € a responsividade de tecidos periféricos a

disponibilidade de alimento e alteragdes no metabolismo energético.

A alimentacéo restrita a fase de descanso promove alteragdes no padrao da
sintese de gordura, sendo a maior parte da produgao para esse periodo (YOSHIDA
et al., 2012). Diferentes estudos tém demonstrado os efeitos da privagéo alimentar na
fase ativa de roedores sobre o0 aumento da gordura visceral (ARBLE et al., 2009b; KIM
et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021; SALGADO-DELGADO et al., 2010; SHIMIZU et
al., 2018), bem como, sua associagdo com a modulagdo de genes circadianos
periféricos e do metabolismo lipidico pela restricdo alimentar (SHIMIZU et al., 2018;
YOSHIDA et al., 2012). Em camundongos, a privagdo do alimento nas primeiras 6
horas do periodo ativo alterou o pico de expresséo de genes circadianos envolvidos
com a lipogénese (Srebp-1c, Gpat-1, Fas e Acc) no tecido adiposo epididimal
transferindo o pico de expressao do final do periodo noturno para o inicio do periodo
diurno elevando os depdsitos de gordura nessa regido (YOSHIDA et al., 2012). Além
disso, promoveu alteragdes nos genes circadianos Bmal1, Cry1 e Clock aumentando
sua expressao na fase clara e reduzindo na escura (YOSHIDA et al., 2012). O conjunto
desses mecanismos provavelmente esta subjacente ao aumento do depdsito de

gordura visceral encontrado no presente estudo.
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Genes circadianos estao relacionados com a ciclica expressédo hormonal. A
variabilidade circadiana da leptina ja foi evidenciada, porém, sua expressao circadiana
e de seu receptor no tecido adiposo ainda nao esta bem definida. Estudo em cultura
de células do tecido adiposo de humanos mostrou que este horménio possui sua
acrofase (expressdo maxima) durante o periodo noturno e este periodo pode diferir
conforme seja na gordura visceral ou na subcutanea (ABELLAN et al., 2011). Neste
estudo foi encontrado que animais do grupo R quando em restricdo na fase escura
apresentaram ao final desse periodo um aumento na concentragdo de leptina
plasmatica. A leptina, um potente anorexigeno estimulador do gasto energético e da
termogénese (FLIER, 2019), participa da regulagdo do balangco energético e, por
conseguinte, do peso corporal (ZHANG et al., 1994). Esse hormbnio também possui
maior expressao no tecido adiposo subcutaneo comparado ao visceral e seu pico de
expressao no visceral é antecipado em comparacgéo ao subcutaneo (ABELLAN et al.,
2011).

Partindo da premissa que ndo mensuramos compartimentos anatdbmicos de
tecido adiposo e nem a expressao de leptina em adipdcitos, mas sim, os niveis de
leptina circulante, pode-se sugerir que os animais do grupo R possam ter tecido
adiposo desenvolvido como observado na gordura visceral. O aumento da leptina é
conhecido por se relacionar com a massa de tecido adiposo (tanto em numero de
adipdcitos quanto na indugdo de RNAm). Esta premissa pode levar a especulagao de
que a reducgao de peso corporal nesse grupo pode nao ter ocorrido em funcéo da
perda de gordura subcutédnea, mas sim, de massa muscular, visto que a leptina
também aumenta o gasto energético. Perda de massa muscular foi encontrada em
ratos Sprague-Dawley em estudo realizado em protocolo de jejum intermitente de 24
hs (CHAUSSE et al., 2014). Foi verificado também que animais em restricdo temporal
de alimentagdo reduzem massa hepatica, sugerindo maior mobilizagdo deste tecido
para provimento de energia e/ou metabdlitos (HOLDERBAUM et al., 2018; LEWIS et
al., 2006). No entanto, os niveis de leptina ndo sao regulados apenas em funcao da
massa adiposa, mas sim de outros fatores envolvidos, a exemplo do jejum, estresse,
sono, entre outros.

Nao foi avaliado exatamente o periodo de sono dos animais, mas, a partir do
continuo registro locomotor observa-se pelos resultados da variabilidade interdiaria
que nao parece ter ocorrido fragmentacdo do sono a partir do protocolo adotado.

Conforme observado no actograma, graficos em forma de ondas e analises COSINOR
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durante o periodo de restricdo, houve reducéo da atividade locomotora dos animais
do grupo R. Segundo Zhao et al (2013), um menor tempo gasto em movimentacgao do
animal pode aumentar as concentracgdes de leptina. Estudo anterior aponta que maior
repouso ou sono tem sido associado ao aumento da concentracdo de leptina
(SPIEGEL et al., 2004), fato este que pode ter ocorrido ao grupo R em fungdo da
evidente reducao da atividade no periodo escuro. A relagdo entre leptina e sono ainda
necessita de maiores esclarecimentos, mas foi recentemente publicado que
administragdo de leptina exdégena na regido dos nucleos pré-opticos ventrolaterais,
principal area de promoc¢ao de sono, promoveu a expressiao de sono REM e NREM
(RAMIREZ-PLASCENCIA et al., 2022).

De forma oposta, o grupo R apresenta niveis baixos de insulina comparado ao
controle, o que se mostra coerente ao estado de jejum dos animais. A insulina é um
potente modulador do comportamento alimentar e metabolismo (MITCHELL; BEGG,
2021b) com receptores em diversas regides cerebrais a exemplo do bulbo olfatdrio,
hipocampo, cerebelo, estriato, mesencéfalo (KLEINRIDDERS et al., 2014).

Juntas as evidéncias fortalecem a premissa de que a restricado alimentar é
positiva para a perda ponderal, mas prejudicial para o acumulo de gordura visceral.
Com o restabelecimento do padrao ad libitum, a recuperagcdo da sincronia entre a
variavel ambiental (horario de alimentacdo) e sistema circadiano possivelmente
contribui para a homeostase do metabolismo energético e lipidico. Este fato pode
explicar em parte o semelhante peso corporal e quantidade de gordura visceral entre
0s animais do grupo RR e C2.

Como documentado na literatura, os horarios de alimentagcdo sao potentes
reguladores do metabolismo energético e de genes periféricos circadianos
relacionados ao metabolismo. O padrdo e ritmo endoégeno de ingestao alimentar de
roedores ja foi demonstrado em estudos prévios, cujo pico de ingestdo corre nas
primeiras horas da fase escura do ciclo (NASCIMENTO et al., 2013; OROZCO-SOLIS
et al., 2009) e foi corroborado neste estudo. Devido a privagao de ragdo nas horas
iniciais do escuro, o padrao de alimentagcdo nos animais em restricao altera o pico da
ingestdo e mostra uma hiperfagia temporaria nas ultimas horas do periodo escuro.

Animais em protocolos de jejuns intermitentes de 24hs sem alimento ingerem
a maior parte da dieta (53%) em apenas 2 horas, apesar de reduzirem a ingestao total
em 20% e o ganho de peso em quase 50%. No presente estudo, apesar da hiperfagia

temporaria observada no grupo R, esta ndo foi suficiente para compensar o déficit
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energético detectado durante o periodo de privagao de alimento ao longo do periodo
de disponibilidade de ragao.

Alguns protocolos de RTA repercutem na reducédo de peso corporal, mas sem
interferéncia na quantidade de tecido adiposo visceral sugerindo um estado de
reduzida conversdo energética (CHAUSSE et al., 2014). No caso do protocolo do
presente estudo, se observa que os animais do grupo R aumentaram sua eficiéncia
metabdlica repercutindo em melhor conversao energética, segundo os resultados do
coeficiente de eficiéncia alimentar, ou seja, apesar da redug¢ao da ingestao alimentar
(menos 14%), o ganho de peso no periodo ficou apenas 5% menor que o controle.
Porém, essa eficiéncia nao permaneceu apds a restauracdo da alimentacdo ad
libitum.

Periodos de jejum podem alterar a expressao e/ou razao entre peptideos
orexigenos/anorexigenos. Alteracdes no horario de alimentagdo podem afetar
horménios relacionados a saciedade (ARBLE et al., 2009; ASAOQO et al., 2016). A seguir
a um periodo de 24hs de jejum ou mesmo quando a alimentagao esta disponivel, a
expressao de peptideos orexigenos hipotaldmicos mostraram-se elevados em ratos a
exemplo de Agrp, orexinas, NPY quando submetidos a protocolo de jejum
intermitente, mas ndo necessariamente mostrou-se associado ao aumento de grelina
(CHAUSSE et al., 2014) o que demonstra a complexidade do controle alimentar.

O controle da ingestédo alimentar € um mecanismo complexo que envolve uma
interagdo neuro-endécrina e de metabdlitos a partir da liberacdo de compostos
centrais e periféricos. A auséncia de compensacédo da ingestdo no periodo com
alimento disponivel ad libitum pode ter algumas explicagées. O aumento da leptina
encontrado no grupo R pode também ter contribuido para a redugéo da ingestao de
alimento na fase clara do ciclo visto que este horménio tradicionalmente é conhecido
como supressor do apetite (FLIER, 2019). Outrossim, foi demonstrado que os niveis
plasmaticos de leptina aumentam em resposta a alimentagdo pods-jejum, sendo a
liberagdo observada principalmente pela mucosa gastrica (PICO et al., 2002). Além
disso, a acao da leptina pode ter sido fortalecida pela restricdo temporal do alimento
ja que diante da utilizacdo desse protocolo ha aumento da sensibilidade a leptina no
nucleo arqueado que resulta em diminuigdo da ingestdo alimentar (TACAD et al.,
2022).

Durante a restricao, o padrao ciclico da alimentagéo medido a cada 4 horas foi

alterado em fungédo da falta de alimento, mas, logo apds o retorno ao padrao habitual
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este ritmo foi restabelecido com um perfil similar ao do controle e daquele obtido antes
da R com semelhante quantidade de racéo ingerida entre os grupos, tanto por fases
quanto total em 24 horas. De Goede et al. (2020) apontou resultado semelhante para
o consumo total em 24 h, mas a diferenga por fases persistiu entre os grupos restrito
e controle apds a volta ao padrao ad libitum. Esta auséncia de alterada permanéncia
do padrao de ingestao pode ser consequente ao tipo de protocolo utilizado visto que
o periodo restrito a alimentagdo corresponde a uma ampla janela alimentar com
horarios tanto de fase escura quanto clara.

O acompanhamento da curva glicémica circadiana mostra que esta é
responsiva ao horario de disponibilidade do alimento. Neste sentido, o aumento das
concentragdes glicémicas em Zt0 e 4 nos animais restritos pode estar relacionado ao
momento de disponibilidade do alimento e tolerancia dos tecidos a glicose. Em Zt0,
as concentragdes glicémicas para o grupo R deveriam ser baixas, porém, a oferta de
racao para esse grupo aconteceu no momento em que a tolerancia a glicose, e
consequentemente sua captagao pelos tecidos, € menor (Zt20), ou seja, ao final da
fase escura. Este fato pode ter influenciado o rapido retorno das concentracdes
glicémicas aos valores basais, ou ainda, pelo aumento de horménios contra
regulatérios da insulina (a qual mostrou-se reduzida na restricao), sobretudo o
glucagon que ativa vias gliconeogénicas para manutencao da glicemia (MLEKUSCH
et al., 1981).

Outra hipétese para o aumento glicémico na fase clara (Zt4) pode ser a elevada
hiperfagia do grupo R nas primeiras horas apds a oferta de alimento, o que culminou
com um pico de ingestao 60% acima do ingerido pelo controle, prolongando o tempo
necessario para a completa absorgéo da glicose pelos tecidos insulinodependentes.
A restricao alimentar em dessincronia com o sistema circadiano piorou a tolerancia a
glicose em roedores (DE GOEDE et al.,, 2019). Estudos realizados em humanos
também demonstraram aumento das concentragbes glicémicas e redugdo da
tolerancia a glicose quando a ingestao alimentar ocorre a noite (BONNELL et al., 2017;
LEUNG; HUGGINS; BONHAM, 2019; MORGAN et al., 2012; SIMON; FOLLENIUS;
BRANDENBERGER, 1987; VAN CAUTER et al., 1991). Juntos esses estudos
corroboram os nossos achados, mostrando que a alimentacao restrita a um horario
inadequado repercute de maneira negativa sob o metabolismo da glicose com
elevacao do nivel plasmatico em momento coincidente com baixa sensibilidade

tecidual circadiana da insulina.
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A homeostase da glicose esta sob controle do NSQ, que regula o ritmo diario
das suas concentragdes plasmaticas aumentando-as no inicio do periodo ativo e
reduzindo-as ao final dele. Igualmente, o NSQ regula a tolerancia a glicose de forma
consistente com o padrao observado nas concentragdes plasmaticas, ou seja, maior
sensibilidade na fase ativa com gradual redugdo ao longo alinhado ao aumento da
inatividade (LA FLEUR, 2003; LA FLEUR et al., 2001).

O alterado perfil glicémico em fungdo da RTA foi recuperado apéds
restabelecimento da alimentacéo ad /ibitum. A melhoria do controle glicémico apos a
restricdo pode ser estar associada a redugao da sobrecarga alimentar ao final da fase
escura, tendo em vista que o retorno ao padrao normal da alimentagdo diminuiu a
demanda de glicose a ser absorvida num periodo de reduzida sensibilidade tecidual.
A pequena quantidade de estudos observando os efeitos da oferta ad libitum da
alimentagao apos a restrigdo temporal do alimento limita a comparacéo dos resultados
encontrados no nosso estudo. Contudo, fica evidente que o protocolo utilizado, com
destaque para a alimentagdo restrita ao final da fase ativa e inicio da inativa,
compromete a manutengdo da homeostase glicémica, mas que tais alteragbes
desaparecem diante da restauragéo da ingestao ad libitum.

A avaliagao do padrao de resposta a sobrecarga de glicose através do TOTG
na fase escura do ciclo revelou alteragao em fungao da restrigcdo alimentar, sendo uma
maior sensibilidade a glicose identificada aos 60 minutos da curva. Independente da
alteragdo no controle glicémico, a tolerancia a glicose na fase escura foi melhorada
no grupo restrito e essa poderia se relacionar a maior responsividade dos tecidos a
glicose nesse horario, que pode ter sido intensificada pela restricdo alimentar. Esse
resultado, porém, diverge de estudos prévios realizados pelo nosso grupo de estudo
(ALVES et al., 2021; ROCHA et al., 2017) em que as alteragdes na tolerancia a glicose
pelo TOTG foram observadas na fase clara do ciclo e ndo durante a escura. As
evidéncias apontam que a fase do dia na qual o teste de toleréncia é realizado
depende da sensibilidade tecidual e controle circadiano. De Goed et al (2019a)
também relataram melhora da tolerancia a glicose em ratos submetidos a restricao
temporal do alimento quando a ingestdo alimentar ocorreu dentro da fase ativa do
animal. O padrao de tolerancia a glicose pelo TOTG foi restabelecido nos animais
restritos apds retorno a alimentagao ad libitum demonstrando que diante do padrao
habitual de alimentagéo os efeitos da restricdo alimentar sdo descontinuados, seja do

ponto de vista positivo ou negativo para a saude metabdlica.
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Apesar da redugao da ingestao na fase escura e do aumento do tecido adiposo
visceral, os niveis de corticosterona e adiponectina ndo foram alterados pelo protocolo
de RTA em nenhum dos horarios avaliados (inicio e final da fase escura), o que denota
independéncia tanto da fase do ciclo quanto do estado alimentado ou n&o dos grupos.
Os niveis plasmaticos de adiponectina oscilam durante o dia em funcdo da
necessidade energética. As concentragcdes de adiponectina aumentam antes do inicio
da fase ativa (BARNEA et al., 2015) enquanto os de leptina aumentam gradualmente
durante a fase ativa com pico alcangado antes do inicio da fase de repouso (GAVRILA
et al., 2003) e atinge a menor concentracdo horas antes do inicio da fase ativa do
animal (SANCHEZ et al., 2004).

Em roedores, os niveis de leptina reduzem imediato a uma privagao aguda de
alimento ou a reducdo de massa de gordura consequente a uma restricao calorica
prolongada, e se relacionam a diminuicdo da atividade locomotora e aumento da
atividade antecipatoéria ao alimento (AAA) (CECCARINI et al., 2015). No entanto, um
estudo realizado por Ribeiro et al (2011) demonstrou que a atividade locomotora e a
AAA sao reguladas independentes da leptina (RIBEIRO et al., 2011). No presente
estudo, a restricdo de alimento ndo ocorreu de forma aguda e, pesar da redugéo de
peso corporal € aumento da gordura visceral, ndo se pode afirmar que o tecido
adiposo corporal total estava reduzido. Em nossos resultados, o protocolo de restricao
diminuiu a atividade locomotora no inicio da fase escura e promoveu um pico de
atividade ao final desse periodo coincidente com o momento de disponibilizacdo do
alimento, o que mostra coeréncia com os relatos de Ceccarini et al. (2015) em que os
autores relacionam este padrao de atividade com os niveis de leptina.

De modo contrario ao observado para a leptina, as concentragdes plasmaticas
de insulina foram reduzidas em Zt20 nos ratos submetidos a restricdo temporal do
alimento. As concentragdes de insulina apresentam um ritmo ao longo de 24 horas,
que seguem as concentragdes plasmaticas de glicose (LA FLEUR et al., 2001). Em
ratos com dieta ad libitum, os niveis de insulina sdo baixos durante a fase clara, mas
aumentam antes do inicio da fase escura. Na fase escura, as concentragdes de
insulina continuam aumentando gradativamente e atingem um pico 3 horas antes do
término dessa fase, quando seus niveis voltam a diminuir (SANCHEZ et al., 2004).
Embora ndo se tenha avaliado o perfil circadiano da insulina, observa-se que a
auséncia de alimento no grupo R durante a fase ativa do animal mostra-se

determinante para a reduzida concentracdo desse horménio ao final da fase escura.
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O respaldo a esta afirmacao pode ser demonstrado com a restauragao dos niveis de
insulina ocorrido no mesmo horario quando a alimentagdo foi restabelecida,
demonstrando mais uma vez a evidente influéncia da alimentacao para o controle da
secrecao hormonal relacionada a regulagao energética.

As evidéncias a respeito da influéncia de protocolos de RTA sobre o ritmo de
atividade-repouso demonstram diferentes resultados. Kim et al (2021) observaram
semelhante padrao diario da atividade locomotora de ratos com omisséo do café da
manha em comparagao ao seu grupo controle (KIM et al., 2021). O protocolo de
trabalho noturno realizado em camundongos fémeas também ndo alterou o padréo
nem a ritmicidade do ritmo de atividade-repouso (ZHONG et al., 2019). Ja estudo com
alimentacgao ultradiana, com a ocorréncia de 6 refeigdes diarias, sendo trés refei¢cdes
com duragao de 12 min na fase clara e trés refeicbes com duragdo de 11 min na fase
escura, demonstrou alteragcdo na acrofase e na amplitude do ritmo entre animais
experimentais e alimentados ad libitum (DE GOEDE et al., 2018).

Os disturbios provocados pela RTA no ritmo de atividade locomotora ndo foram
reversiveis ao fim do restabelecimento da alimentacao ad libitum. Com exceg¢ao do
mesor, o percentual de variagdo em torno do ritmo e a acrofase continuaram alterados
indicando um sustentado efeito posterior da privagao alimentar nas horas iniciais do
periodo ativo no fendtipo comportamental. Embora divergente quanto ao modelo
animal e protocolo de RTA utilizado, estudo conduzido com camundongos demonstrou
que a omissao do café da manha provocou atividade diaria aumentada durante o
periodo de alimentagdo restritiva, sendo esta mantida mesmo no retorno a
alimentacao ad libitum (YOON et al., 2012). No estudo de De Goed e colaboradores
também foi vista continuidade de alteragcao no padrao de atividade de animais com
alimentacgéao restrita a fase de claro ou de escuro ao fim da alimentagédo ad libitum
apos a restricdo alimentar (DE GOEDE et al., 2020).

A analise nado paramétrica também demonstra que a RTA nao provoca
fragmentagao do ritmo/sono, ou seja, ndao promove a ocorréncia de cochilos (maior
repouso) na fase ativa e/ou episédios de atividade (maior movimentagao) na fase
inativa (GONCALVES et al., 2015a), o que foi visto através da |V (intradaily variability).
Isso pode estar associado a ampla janela alimentar (16hs), que possibilitando a
ingestao de ragdo também na fase escura promove maior movimentagdo do animal

ainda nesse periodo. Essa premissa € reforgada pelos resultados encontrados para
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as variaveis L5 e M10, as quais sao utilizadas para mensurar a fase de repouso e o
periodo de atividade, respectivamente.

Um valor baixo de L5 indica sono com poucos despertares e ritmo menos
fragmentado (GONCALVES et al., 2015b), enquanto valores elevados representam
atividade/movimento durante o sono mais despertares noturnos (VAN SOMEREN et
al., 1996). Assim, tendo em vista que nao houve diferencas entre os valores de L5
para os animais restritos e controles, nosso estudo indica que o protocolo de RTA nao
promove a ocorréncia de maior atividade do animal na sua fase de descanso (clara) o
que, consequentemente, também ndo altera o sono do animal durante esse periodo,
visto por meio da IV que continuou estavel ou sem fragmentagao ao longo da restricao.

Ja com base na variavel M10, foi demonstrado que a RTA nao impacta a
qualidade de vida dos animais em restricdo, tendo em vista que ela nao reduz a
atividade/movimentacdo durante a fase escura. Como ja mencionado para alguns
parametros ao longo desse topico, isso pode ter explicagao no protocolo de restricdo
empregado, que contendo uma ampla janela para ingestao alimentar (16h), com parte
dela localizada no periodo ativo, possibilita ao animal compensar a atividade ainda
nessa fase. Como a atividade noturna dos animais restritos ndo foi impactada pela
restricdo temporal do alimento, a amplitude do ritmo (AR) permaneceu semelhante a
do grupo controle, demonstrando a continuidade de sua robustez. Normalmente, a
reducdo da amplitude relativa do ritmo atividade-repouso por estar relacionada a
reducdo da capacidade motora ou a dificuldade do sistema de temporizagao
circadiano em ajustar a atividade durante determinada fase (GONCALVES et al.,
2015b). Porém, isso nao ocorreu no nosso estudo.

Os resultados obtidos permitem inferir que o protocolo de restricao alimentar,
caracterizado pela privagao do alimento nas horas iniciais da fase ativa de ratos e
amplo periodo de alimentac&o intercalando fase escura e clara, promove disturbios
em variaveis nutricionais e fisio-metabdlicas. Contudo, o retorno a alimentacdo ad
libitum descontinua as alteragcdes observadas, destacadamente para os parametros
nutricionais e metabdlicos, mas, permanecendo algumas alteragdes referentes ao
comportamento locomotor.

Contudo, assumimos algumas limitagbes como a auséncia de investigagdes
moleculares, a exemplo da analise da expresséo de genes circadianos em osciladores
central e/ou periféricos bem como de genes relacionados ao metabolismo controlados

pelos genes circadianos. Estas analises podem fornecer de forma mais robusta
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informacdes sobre as mudangas em nivel celular oriundas do protocolo de restrigao
temporal do alimento utilizado, tanto durante a sua execugdo quanto apds o

restabelecimento da alimentacao ad libitum.
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8 CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados neste estudo, podemos concluir que a
restricao temporal do alimento em ratos provoca disturbios em parametros nutricionais
e fisio-metabdlicos, com destaque para o peso corporal, a gordura visceral, o ritmo
circadiano e padrao de ingestédo alimentar, curva circadiana glicémica e tolerancia a
glicose, niveis de leptina e insulina e ritmo de atividade locomotora.

Apos o restabelecimento do padréo ad libitum da alimentagdo os disturbios
provocados pela RTA sao descontinuados, demonstrando que a restrigao temporal do
alimento durante seis semanas nao provoca efeitos incisivos que nao séao recuperados
quando a livre alimentagdo retorna. Mais investigagcbes s&o necessarias acerca da
modulagao de genes circadianos e metabdlicos pela restricao temporal do alimento e

sua associacao com o desenvolvimento de doencas.
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Time-restricted feeding in dark phase of circadian cycle and/or westernized diet cause

mixed hyperlipidemia in rats
La alimentacion con restriccion de tiempo en la fase oscura del ciclo circadiano y/o la dieta
occidentalizada causan hiperlipidemia mixia en las ratas

Eryka Maria dos Santos Alves, Nathalia Caroline de Oliveira Melo, Ana Carolina Oliveira Costa, Humberto de Moura Barbosa, Nathalia
Cavalcanti de Morais Arajo, Gisélia de Santana Muniz and Elizabeth do Nascimento
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Abstract

Background: the dietary pattern that charactertzes westem diet Is strongly assoclated with metabollc diseases and excess welght, as well as

chronic llinesses. Misallgned feeding schedules can lead to or aggravate the development of such conditions.

Aim: this study evaluated the Influence of dletary compasttion andfer time-restricted feeding on the anthropemetric and blochemical profile of adult rats.

Methods: forty male rats, at 60 days of life, were diided Into the following groups: Control (G), Restricted Control (RC), Westernized (W), and

Restricted Westernized (FW).

Resulis; westemlzad groups, In aplte of a low energy Intake (G = 5399 + 401.2 keal; RC = 4279.0 = 476.2 koal, W = 4302 = 619.8

kcal; RW = 4081.0 + 404.4 keal, p < 0.001), had a higher body welght (C = 404.6 + 39,1 g; RC = 3351 £+ 365 ;W =488.9 £ 51.2 ;

RW = 438.8 + 385 g, p < 0.001) as compared tothelr palred confrols (RG and G) — around 30 % and 20 % mare for BW and W, respectively.

The westernlzed diet causad glucose Intolerance and mixed hypedipldemia, characterized by higher concentrations of cholesterol (C =408+ 7.4
Keywords: mg/dL; RG = 8.7 + 10.8 mg/dL; W =81.3 + 20.2 mg/dL; AW = 42.2 + 8.2 mg/dL), LOLe (G =17.4 + 7.5 mg/dL; RC = 38.8 + 7.2 mgfdL ;
W =453 +15.8 mgfdL; RW = 11.0 = 5.8 mgfdL), and triacylghicarol (G =452 +15.0 mgfdl; RC=73.2 + 21.5 my/dL ; W=83.6 + 23.4

liitatiliig ma/dL; AW = 57.5 13,6 ma/dL) In the serum (p < D.05).
Westernized dit, Gonclusion: the effect of ime-restricted faeding on body welght was strongly dependent on dlet compasiton. The gluzase tolerance test shawed
Adutt rate. an Influence of the circadian cycle phase. Mbeed hyperlipidemia vafed according tothe presence of westemized diet andfor ime-restricted food.
Resumen
Antecedentes: el patrdn dietético que caracteriza a la dieta occidental esta fuertemnente asociado con las enfermedades metabdlicas, asi como con
el sobrepeso y las enfermedades crénicas. Los horaries de alimentacion desorganizados pueden conducir o agravar el desarrollo de tales trastornos.
Dbjetivo: este estudio evalud la influencia de la composicion dietética yo la alimentacion restringida en el perfil antropométrica y bioguimico
de ratas adultas.
Métodos: cuarenta ratas macho, a los 60 dias de vida, ge dividieron en los seguisntss grupos: control (C); control regtringido (RC); occidentalizado
(W) y cccidentalizado restringido (RW).
Resultados: los grupos occidentalizados, a pesar de la baja ingesta energética (C = 5399 + 401,2 kcal; RC = 4279,0 = 476,2 keal,
W =4302 + 619,8 kcal, RW = 4081,0 + 404,4 keal, p < 0,001), tuvieron mayor peso corporal (C =404,6+ 391 9, RC=3351+365¢;
W=4889+512g;RW=4388+2365g,p< 0,001} que los respectivos grupos de contral (RC y C): alrededor de un 30 % y un 20 % mas
para RW y W, respectivamente. La dieta ocoidentalizada provoc intolerancia a la glucosa e hiperipideria mixta, caracterizada por una mayor
Palabras clave: concentracion de colesterol (C = 40,8 = 7,4 mg/dL; RC = 76,7 = 10,8 mg/dL; W = 61,3 = 20,2 mg/dL; RW = 42,2 + 8,2 mg/dL), cLOL
o {€C=174+75mg/dL; RC =388 + 7,2 mg/dL; W = 45,3 + 15,8 mg/dL; RW =11,0 + 5,8 mg/dL) y triacilgliceral (C = 45,2 + 15,0 mg/dL;
:ifjgmg‘&n RC = 73,2 £ 21,5 mg/dL; W = 83,6 + 23,4 mg/dL; AW = 575 = 13,6 mg/cL) en el suero (p < 0,05).
resriccidn de tiempo. Conclusion: el efecto de la alimentacién restringida en el tiempo sobre el peso corporal fue muy dependiente de la composicion de la dieta. La
Dieta ocgidentalizada, prueba de tolerancia a la glucosa mostrd la influgncia de la fase del ciclo circadiano. La hiperlipidemia mixta varid sequn la presencia de la dieta
Ratones adultos. occidentalizada y/o la comida con restriccion de tiempo.
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INTRODUCTION

Both developed and developing countries have modified their
dietary patterns over the past few years. This pattern is associated
with a higher intake of palatable foods, which are rich in saturated
fats and refined carbohydrates, such as fast-food products, red
meats, whole dairy products, and beverages with high content of
simple sugars, characterizing a dietary pattern popularly known
as the western or westernized diet (1).

In this dietary pattern lipids contribute about 40 % of the total
energy ingested, especially in diets high in triglycerides, saturated
fatty acids, and trans fafty acids (2), which influence metabolism
and body composition {3). This food pattern is in line with Brazilian
dietary hahits and with the dietary patterns of other countries with
western food patterns.

These habits are strongly associated in Brazil (4) with an
increased prevalence of overweight (55 %) and obesity (19 %)
and their correlated comorbidities, such as insulin resistance and
glucose homeostasis imbalance (5), development of atheroscle-
rosis (B), and a consequently increased risk of cardiovascular
disease (7).

Based on dietary changes, recent evidence has shown the rela-
tionship between the pattern of meals taken throughout the day
and the risk of overweight/obesity and associated diseases (8).

In western societies, lifestyle impacts show dinner as one of the
meals with the highest energy intake, contributing + 35 % of the
daily calories ingested (9). Modern living has caused many people
to switch their eating times from day to night in order to carry out
their work activities. A change in the active period, exemplified by
individuals on night shift work or other shifts, has been shown to
he an additional factor of metabolic risk, in particular for ocbesity
and cardiovascular disease (10).

Emerging studies have suggested that meal times or even
diet composition can change the hiclogical rhythm or circadian
rhythm, thus influencing energy metabolism (11) as well as the
regulation of digestive and absorptive processes (12). Situations
of desynchronization of this rhythmicity, mimicked by changes in
the quantity, quality, and timing of meals, are related to metabolic
disorders and a consequent risk of increased body fat and its
comorbidities (13).

In view of the aforementioned, we hypothesized that time-re-
stricted feeding during 8 hours of the dark phase would worsen
the biochemical profile of rats fed a westernized diet. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the effects of a westernized
diet and of time-restricted feeding on the anthropometric and
biochemical profile of adult Wistar rats.

MATERIALS AND METHODS

The experimental protocols were submitted and approved
hy the Ethics Committee on the Use of Animals (ECUA) of the
Federal University of Pernambuco (UFPE) under protocol number
23076.017868/2016-36, and followed the standards of animal
handling and care established by the National Council for Animal
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Experimentation Control, following the recommendations of the
Brazilian Society of Science in Laboratory Animals (SBCAL) and
the standards established in the Guide for Care and Use of Lab-
aratory Animals (14).

ANIMALS AND EXPERIMENTAL GROUPS

The animals were kept in rooms with controlled temperature
(22 + 1 °C), relative humidity (+ 55-60 %) and inverted cycle
(8:00-20:00 h, dark cycle and 20:00-8:00 h, light cycle). Initially,
forty male Wistar rats with 21 days of life were used. Half of the
animals (n = 20) received a control diet and the other half (n = 20)
received an experimental diet dubbed “westernized” (growth and
maintenance phase) according to the nutritional needs recom-
mended for the different life cycles of the animal (15). At 60 days
of life the animals were arbitrarily divided into 4 groups, according
to diet and temporal restriction of food. The restriction period
imposed (8 hours of the active period of the animals was in the
dark phase) was based on the study by Rocha et al. (10), which
altered food availability to mimic the meal times of shift workers.
Depending on the time of day, this restriction has been reported to
alter energy homeostasis and cause metabolic disorders (16). The
present study was designed to test metabolic outcomes when this
restriction occurs during the active phase of the dark cycle. From
the restriction protocol used new groups were formed: control (C,
n = 9), restricted control (RC, n = 9), westernized (W, n = 10),
and restricted westernized (RW, n = 8), totaling 36 animals kept
in individual transparent cages during the subsequent 120 days.
Four animals were excluded from the study due to the occurrence
of esophageal perforation during the gavage procedure, and spon-
taneous respiratory disease.

DIETS, FOOD INTAKE, AND TIME-RESTRICTED
FEEDING

The contral group (C) received a standard commercial diet
(Presence®: 26 % proteins, 63 % carbohydrates, 11 % lipids, and
3.6 calories/g) throughout the experiment. Group W received an
experimental “westernized” growth diet (18 % proteins, 43 % car-
bohydrates, 39 % lipids, and 4.0 calories/g) until 60 days of life.
After this age, the W groups received the same westernized diet but
with proteins adjusted for the maintenance phase (14 % proteins,
46 % carbohydrates, 40 % lipids, and 4.1 calories/g). Just like
humans, rodents need different amounts of energy and nutrients
according to their life cycle (17). The diet was adapted from Ferro
Cavalcante et al. (17), and its detailed composition is in table I.

After 60 days groups C and W were fed ad libitum throughout
the 24-hour cycle, whereas the groups subjected to time-restrict-
ed feeding (RC and RW) received food after 8 hours of fasting
during the dark cycle, e.g., between 8:00 h and 16:00 h. Foad
intake was measured by the difference hetween the amount of
food offered and the amount rejected, in grams (g), as recorded on
a digital electronic scale (brand Marte XL 500, class Il; maximum
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Table I. Centesimal composition
of the westernized experimental diet

Constituents Westernized | Westernized diet
(g %) diet {growth) (maintenance)

Corn starch 11.70 15.70
E;;r;:j:fal feed of 8.00 8.00
Eil;izti)tlate Maizena 5,00 5.00
Soy flour 4.00 4.00
Casein 20.00 15.00
Cellulose 4.00 4,00
Corn oil - 1.50
Soy oil 3.00 2.50
Lard 5.30 5.30
Butter 4.00 4,00
Margarine
(8534; lipids) 400 400
Milk cream
{20 % lipids) 400 400
Sugar 22.00 22.00
Salts - mix minerals 2.50 2.50
Vitamins 0.70 0.70
Choline 0.25 0.25
Methionine 0.25 0.25
BHT 0.0014 0.014
NaCl (39.34 % Na) 0.30 0.30
Monosodium
glutamate 1.00 1.00
(12.3 % Na)
Kcal 402.28 409.71

Adapted from Ferro Cavalcante et al. (2013). g: grass; %: percentage; NaCl:
sodium chioride; Na: sodium; BHT: butyhydroxytoluene.

capacity, 500 g; precision, 0.001 g). The accumulated amounts of
food and energy intake were obtained weekly. The purpose of this
control was to verify whether there was a contribution from the
total amount food and energy intake on the outcomes observed
under the assessed physiological and metabolic parameters.

ANTHROPOMETRIC MEASURES

Body weight was measured weekly until the end of the exper-
imental period using the digital electronic scale (Marte® XL 500,
class Il; maximum capacity, 500 g, accuracy, 0.001 g). Body
length (distance in cm from the nose to the base of the tail) was
measured with the animal slightly anesthetized and relaxed. An
inextensible measuring tape with a precision of 0.01 mm was
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used to measure length. Based on weight and length, the bady
mass index (BMI = weight/cm?) was calculated. At the end of the
study, the abdominal circumference (measured at the anterior
aspect of the hind legs) and thoracic circumference (measured
at the posterior aspect of the forelegs), in cm, were obtained fo
support the assessment of anthropometric changes and risk of
developing metabolic syndrome (18).

ORAL GLUCOSE TOLERANCE TEST AND
CIRCADIAN RHYTHM OF GLUCOSE

An oral glucose tolerance test (OGTT) was performed between
123 and 146 days of life on the animals, in the light and dark pho-
toperiods, in all groups. The animals were submitted to fasting for
6 hours and, after this period, the first blood sample (time 0) was
collected for basal glucose measurement using the Accu-Check
Performa®. Subsequently, a 50 % glucose solution was admin-
istered by gavage, at a dosage of 2 mg/g of body weight, for the
oral glucose tolerance test (19); the glycemia was obtained at 30,
60, 90, and 120 minutes. The glucose area-under-the-curve (AG)
was calculated using the trapezoidal methad (20). The circadian
rhythm of glucose was evaluated to observe whether there was an
association with the temporal restriction of food and diet {21). On

the same day, in all groups (+ 120 days of life), every four hours,
the rats were subjected to a capillary glucose test where blood was
obtained through a small hole at the tip of the animal’s tail.

BIOCHEMICAL PROFILE

After fasting for 10-12 h, the animals were euthanized using a
muscle relaxant and an anesthetic (ketamine, 40 mg/kg and xyla-
zine, 5 mg/kg), administered intraperitoneally, and then, through
an intracardiac puncture, a blood sample (5 mL) was collected.
Subsequently, the blood samples were centrifuged at 2500 g
for 20 minutes, and the serum was collected and transferred to
Eppendorf tubes, which were stored in a freezer at -20 °C for up
to three months in order to be used for serological doses. Fasting
serum glucose, total cholesterol and both high-density (HDL) and-
low density (LDL) lipoprotein fractions, triglycerides, urea, and
creatinine were measured. The analyses were performed using
Biosystems reagent kits, as well as their methodology, through
an automated instrument, the A15 Clinical Chemistry Analyzer
(Biosystems®, Spain). The Friedewald equation (22) was used
to estimate plasma LDL-cholesterol and VLDL-cholesterol levels
through indirect calculation, using the formula: LDL-cholesteral
mg/dL = Total cholesterol - HDL-cholesterol - (Triglycerides / 5).

STATISTICAL ANALYSIS

The data were analyzed using the Graphpad Prism 7.0 program
(Graphpad Prism Software Inc.), and the normality of variables was
tested using the Shapiro-Wilk test. All results are expressed as
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mean + standard deviation error of the mean. For intragroup anal-
yses before and after an intervention a paired Student’s t-test was
used. For the analysis of body weight and food intake, with diet and
time as cofactors, a two-way analysis of variance (ANOVA) for repeat-
ed measures (RM) was used, followed by Bonferroni’s post-hoc test
when a difference between groups was observed. For analyses with
only one variable a one-way analysis of variance (ANOVA) was used,
followed by Tukey’s post-hoc test when a difference between groups
was detected. Significance was considered for p < 0.05.

RESULTS

SOMATIC GROWTH AND BODY COMPOSITION

At 60 days of life, the weight of the animals in the W group
was 11 % higher than that of animals in C (C =245.0+ 16.1 g;
RC=2473+260gW=2724+169¢RW=2903+94¢,
p < 0.005). The final weight (= 180 days of life) in the RC group was
around 20 % lower than in its unrestricted pair (C = 404.6 + 39.1
g; RC =335.1 + 36.5 g, p < 0.001), and around 10 % lower in
RW as compared to the group fed the unrestricted westernized
diet (W =488.9+51.2¢;RW=438.8+36.5¢,p <0.001).As
regards restricted groups, RW was about 30 % heavier than RC
(RC=335.1 + 36.5 g; RW =438.8 + 36.5 g, p < 0.001), and
the difference between CandWwas 21 % (C=404.6 + 391 g;
W =488.9 + 51.2 g, p < 0.001) at the end of the experiment.

The food restriction imposed while still in the growth phase of the
animals impaired longitudinal growth regardless of dietary treatment
(C=25.99 +0.91 cm; RC=24.48 + 0.94 cm; W=26.00 +1.07
cm; RW =24.32 + 1.11 cm, p = 0.001). When analyzing body
mass index, the results showed a higher BMI in RW when compared
to RC (C = 0.649 + 0.053 g/cm?, RC = 0.577 + 0.031 g/em?;
W =0.737 = 0.107 g/om? RW = 0.801 + 0.067 g/cm?, in line
with the greater body mass weight in the RW group.

Body perimeters showed a greater thoracic circumter-
ence in groups fed the westernized diet, whether restricted or
not, when compared to their unrestricted and restricted can-
trol pairs (C = 14.67 + 0.58 cm; RC = 13.84 + 0.44 om;
W=15.88 £ 0.78 cm; RW = 16.64 + 1.02 cm, p < 0.001). The
abdominal circumference showed no differences between restricted
and unrestricted groups on the same dietary treatment, but was
strangly responsive to the westernized diet (C = 15.94 + 0.80 cm;
RC = 16.38 + 0.98 cm; W = 18.66 = 1.21 cm;
RW =19.29 = 1.21 cm, p < 0.001). Also, differences in rela-
tive gonadal fat (C = 1.45 + 0.28 g %; RC=1.41 £ 0.23 g %;
W=245+087¢g % RW=1.95+ 077 g %, p <0.05) and
refroperitoneal fat (C =1.76 + 0.84 g %; RC=1.83 + 0.61 g %;
W=2319+1.00g%; RW=2391+1.159 %, p < 0.05) were
observed.

DIETARY INTAKE

The accumulated dietary intake (Fig. 1A) over the weeks of
experimentation revealed a difference in food intake between the
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restricted control group (RC) and its unrestricted pair (C), as well
as between RW and RC, and between W and C. However, the
same was not observed for the restricted westernized group (RW)
and its pair (W) (C =1,500 £ 111.4g; RC=1,189+ 1323 g;
W=1,049 + 151.2 g; RW =995.4 + 98.63 g, p < 0.001).

The energy value ingested (Fig. 1B) showed that, despite the
fact that the westernized diet was more caloric by 13 %,
the results were similar except between the RW and RC groups,
which did not differ from each other (C = 5,399 + 401.2 kcal;
RC = 4,279.0 + 476.2 kcal; W = 4,302 + 619.8 kcal;
RW = 4,081.0 + 404.4 kcal, p < 0.001).

The data set suggests that the metabolic and physiological
alterations observed in the present study are not only due to dif-
ferences in energy but also to differences in the proportion of
macronutrients in the diet.
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Figure 1.

Dietary intake (&) and energy intake (B) accumulated over 8 weeks of experimen-
tation. Groups (n, 8-10 per group) — C: control; RC: control with time-restricted
feeding; W: westemnized; RW: westernized with ime-restricted feeding. Two-way
AMOVA repeated measurements using Bonferroni's post-hoc test. *: ve. C; #: v
W {p < 0.05)/Graphpad Prism 7.0.
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CIRCADIAN RHYTHM OF GLUCOSE

The follow-up of the 24-hour glycemic curve (Fig. 2) for the
groups with ad libitum diet (C and W) (Fig. 2A) showed that group
W presented a higher glycemia as compared to C in the three
intervals of the light phase (20-24 h; 24-04 h, and 04-08 h). In
the restricted groups, it was observed that the RW group showed
lower glycemia levels than W in the last two intervals of the dark
phase (12-16 h and 16-20 h). Although a reduction in blood glu-
cose in the RW group was observed when compared to group W,
glycemia remained higher than in its restricted counterpart (RC) at
various points in the interval, revealing that the circadian rhythm

120

285

of glucose is sensitive to both the temporal restriction of food and
the nutritional composition of the diet.

In the evaluation of the intragroup circadian rhythm of glucose as
a function of the light and dark phases of the 24-hour cycle, for the
control (Fig. 2B) and westernized (Fig. 2D) groups fed ad libitum no
difference was observed. In the RC group (Fig. 2C) the difference
between the light and dark phase occurred at two points on the curve,
at 12:00 hrs and 16:00 hrs, consistent with the dark phase during
which the animal was without food. Interestingly, the RW group shows
no differences at any point on the curve (Fig. 2E), suggesting that the
compaosition of the diet may interfere with the mechanisms of glyce-
mic control in a different manner than in the group fed a control diet.
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Circadian rhythm over glucose in a 24-hour cycle, between groups throughout the cycle (&) and intragroup in light phase and dark phase B, C, D, B). (4) C: control; RC: restricted
control, W: westernized; RW: restricted westemized. Two-way ANOVA for repeated measures followed by Bonferroni’s post-hec test. *: vs C; & vs RC; * W (p < 0.05). B)C;:
light control; C;: dark control. (C) RC,: restricted light control; RG,: restricted dark control. (D) W, : light westernized; W, dark westernized. (E) RW,: restricted light westernized,
RW,: restricted dark westernized. A: dark period; o light period. Two-way ANCVA for repeated measurements followed by Tukey's post-hoc test/Graphpad Prism 7.0.
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ORAL GLUCOSE TOLERANCE TEST (OGTT) RW differed from W at 90 min. The results are corroborated by the

incremental glucose area-under-the-curve of the above-mentioned

The OGTT obtained in the dark phase of the 24-hour cycle groups (Fig. 3A and 3B}, and the differences between the results of

(Fig. 3A) showed that the RW group presented higher blood glu- the OGTT performed in either the light or dark phase suggest that

cose levels differing from the RC group. In the light phase of the these values may be associated with the endogenous rhythm of
cycle (Fig. 3B) group W differed from C at 90 and 120 min, and insulin secretion or sensitivity of insulin-dependent tissues.
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Oral glucose tolerance test (OGTT) and glucose area-under-the-curve according to the dark (&) and light (B) phases among groups (n = 8-10 per group). C: control; RC:
restricted control; W: westernized; RW: restricted westernized. Repeated measurements two-way ANOVA for OGTT and one-way ANOVA for glucose area-under-the-curve
followed by Tukey's post-fioc test/Graphpad Prism 7.0.*: vs C; ¥: vs RC; &: vs W (p < 0.05).

[Nutr Hosp 2021:38(2):281-289)]



122

TIME-RESTRICTED FEEDING IN DARK PHASE OF CIRCADIAN CYCLE AND/OR WESTERNIZED DIET CAUSE MIXED 287
HYPERLIPIDEMIA IN RATS
Table Il. Biochemical parameters of the adult rats submitted to westernized diet
and/or time-restricted feeding
i i Groups
Biochemical Ch=9 RC (n=9) W (n=10) RW (n=8)
PR MD = SD MD = SD MD = SD MD = SD PRED
Glucose 189.5+29.9 2053 +34.4 180.3 +24.4 2020 +18.4 >0.05
Urea 409+ 89 323+ 48" 281 +5.4* 221 + 3.4+ < 0.000
Creatinine 0.6+0.1 0.7 £0.1* 0.8+ 01"t 0601 < 0.000
Triacylglycerol 452+15.0 73.2+215" 83.6 +23.4" 57.5+13¢ 0.001
Total cholesterol 408+74 76.7 +10.8" 61.3 +20.2" 42.2 + 8.2t < 0.000
HDLc 165+ 486 233 £54" 252 +52" 226 +3.14" < 0.000
LDLe 17475 388+7.2% 453 +158" 11.0 + 5.8 < 0.000
VLDLe 95+32 16244 16.1 + 4.9* 11.3+28 0.001
TG/HDL Ratio 33+18 3105 3306 2506 0.333

C: control group; AC: time-restricted feeding in control group; W: westernized: AW: time-restricted feeding in westemized group. One-way ANOVA followed by Tukey's

post-hoc tegt. *:vs. C; T:vs, RC; #2vs. W(p < 0.05). Values expressed as mean (MD) = standard deviation (S0).

BIOCHEMICAL PROFILE

The biochemical analysis showed a reduction in serum urea
levels in RC, W, and RW, and increased creatinine levels in RC
and W as compared to C. On the other hand, we highlight that the
experimental interventions were more deleterious for lipid rates
than for blood glucose. Fasting glucose levels (C: 189.5 + 29.9
mg/dL; RC: 205.3 + 34.4 mg/dL; W: 180.3 + 24.4 mg/dL; RW:
202.0 = 18.4 mg/dL, p > 0.05) did not show any differences
between groups, but mixed dyslipidemia was observed in groups
W and RC when compared to group C. The results found for the
TG/HDLe ratio, however, were not significant, probably because
of an increase in HDLe. Interestingly, the results of time-restricted
feeding in the group fed the control diet proved to be more dele-
terious for lipid changes than those recorded in the group fed the
westernized diet (Table Il) when RW was compared to the C group
and unrestricted W group.

DISCUSSION

The original experimental design of the present study is the
first to investigate the relationship between westernized diet and
dietary restriction, and their impacts on anthropometric measures
and glycemic and lipid profiles. Concerning the repercussions on

the body weight of the study animals, the westernized diet and the
time-restricted feeding produced these effects: the westernized dist
was effective in increasing body weight; and temporal restriction of
food caused a reduction in body weight. Changes in the biochemical
profile and differences in oral glucose tolerance, however, according
to the phases of the circadian cycle, indicated a dependence on the
diet as well as on the food restriction and its interactions.
Previously (23), it was observed that the induction of obesity
by consumption of a high-fat diet is more effective when started
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early and continued for several weeks; this may result in a weight
increase of 10-20 % when rodents reach adulthood. Similarly, the
present study also found a weight increase starting at 60 days of
life. Both groups, restricted and unrestricted, fed a westernized
diet were heavier than their respective pairs fed a control diet.

In this study, the higher body weight found in the western-
ized group was not associated to the amount of food or energy
that was taken in, but rather associated with higher metabolic
efficiency, which is characterized by a reduction in the energy
expended by metabalically active tissues, with an increase in
energy conservation (24). Schilperoort et al. (25) verified that a
temporal restriction of food during the dark period, alternating
with weeks of food restriction during the light period, with no
reduction in the total amount of food ingested, caused a long-
term reduction in basal energy expenditure, a reduction in lean
mass, and an increase in fat mass. The effect of westernized
diet on body composition was also verified by a high amount of
abdominal fat (gonadal and retroperitoneal), as well as by greater
ahdominal and thoracic circumferences. This result is consistent
with that observed in 2012 by Angéloco et al. (26), who found an
increase in abdominal and thoracic circumferences by 17 % and
20 %, respectively, in animals fed a westernized diet containing
50 % of lipids.

The lower food intake seen in the westernized groups may in
part be associated with high satiety as caused by the presence

of lipids in the gastrointestinal tract. A previous study observed a
relationship between fat molecules in the gastrointestinal tract and
slow gastric emptying (27,28), as well as an increase in the secre-
tion of hormones such as cholecystokinin, glucagon-like peptide
1 (GLP-1), and peptide YY (PYY) in intestinal mucosal cells, with
suppression of hunger and reduced food intake (29).

On the other hand, an increase in the metaholization of fatty
acids, as a function of the excess fat available or of increased
mobilization, raises the concentrations of malonil-CoA, and can
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alter metabolism in hypothalamic neurons by modulating the
expression of peptides that regulate food intake (30). For instance,
areduction in the levels of transcripts encoding orexigenic neuro-
peptides, such as neuropeptide Y and agouti-related peptide (NPY/
AgRP) (31,32), while increasing transcript encoding for anorexi-
genic neuropeptides, such as pro-opiomelanocortin and cocaine-
and amphetamine-regulated transcript (POMC/CART) (32,33), can
lead to suppressed hunger and smaller amounts of food ingested.

The composition of the diet as well as the temporal restriction
of food also influenced the circadian rhythm of glucose. The fol-
low-up of glucose rhythm between the light and dark photope-
riods of the 24-hour cycle in each group demonstrates that the
composition and photoperiod of the diet exerts an influence on
the circadian curve of glycemia. Besides food intake as modulator
of insulin secretion, this hormone has a cyclic oscillation. The
insulin secretion rhythm has been previously demonstrated over
24 hours (34). The sensitivity of insulin-dependent tissue can be
modulated both by the suprachiasmatic nucleus (central clock
of the circadian timing system) and by oscillators or clock genes
located in peripheral organs (35). Thus, the biclogical rhythms of
hlood glucose and glucose tolerance present a circadian pattern
where the highest concentration and highest glucose tolerance
are found at the heginning of the active period, and gradually
decrease towards the end of the day or light day (34). Given this,
the differences seen within each group, relative to the light or dark
phase, are not only derived from food restriction but also from
cyclical sensitivity to insulin (5), causing glucose intolerance (19)
and incremental glucose area-under-the-curve levels.

Environmental cues such as diet can maodify the expression of
key enzymes in glucose metabolism (36), as well as affect the
genes that maintain glycemic homeostasis in the fasting state (37).
Rodents fed a high-fat diet have reduced glucose tolerance, but
when subjected to time-restricted feeding show improvement in
glucose tolerance and a reduction in insulin resistance (16), in
contrast to what was found in the present study. The restricted
westernized group (RW) did not improve its glycemic response in
the oral glucose tolerance test, especially during the dark pase of
the cycle. However, the phase of the circadian cycle when bload
glucose is monitored seems to affect the results. Intriguingly,
although animals fed westernized diets presented glucose intoler-
ance, fasting hyperglycemia was not observed. This fact suggests
the development of hyperinsulinemia, which characterizes the con-
dition of mild glucose intolerance, which in turn appears before any
detectable elevation of plasma glucose concentration (5).

Mixed hyperlipidemia (high triglycerides and cholesterol) was
found in animals fed a westernized diet. It is possible that hyper-
triglyceridemia may be related, at least in part, to the absence
of any interruption of the lipogenic and lipolytic mechanisms in
the liver and adipose tissue, respectively, as a consequence of
hyperinsulinemia (38). In the liver, the synthesis of fatty acids
from glucose and amino acids, called new lipogenesis, results
in the packaging of triglycerides in very low-density lipoproteins
(VLDL) that are exported in the blood and captured by peripheral
tissues (39). This lipogenic route, in the presence of high levels
of fat and simple sugar in the diet, as occurs in the westernized
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diet pattern, may have its usual stimulation amplified, leading to
overproduction of lipids (5).

In adipose tissue, marked lipolysis can occur because of a low
retention of triglycerides in the unilocular droplets of fat due to a
decrease in the expression of the adipocytic proteins of lipid drop-
lets such as perilipin, which are responsible for the storage and
retention of lipids in this tissue (40). These and other metabolic
pathways may he concomitant and are responsible for various
alterations found in our research as a result of the westernized
diet offered to the animals.

The body's biclogical response to time-restricted feeding was
diet-dependent. The time-restricted feeding performed in the RW
group improved the regulation of lipid levels. However, this result
was not observed in the RC group, which presented higher val-
ues of total cholesterol, HDL, LDL, VLDL, and triglycerides when
compared to the unrestricted control group. In contrast, anather
study has shown that animals exposed to food restriction for 12
hrs during four weeks underwent a reduction in serum cholesterol
levels by 29 % and 36 % according to the light or dark phase of
the 24-hour cycle, respectively, even with no reduction in body
weight (41). On the other hand, the animals submitted to time-re-
stricted feeding for 16 weeks showed a lower body weight and
reduced levels of triglycerides, total cholesterol, and LDL, similar
to what was found in the present study {42).

In summary, this study describes the destructive repercussions
of westernized diet on glycemic homeostasis, anthropometric
parameters, and bicchemistry prafile. Guriously, time-restricted
feeding caused more adverse metabolic effects on animals fed the
control diet than in animals fed the westernized diet. We also
demonstrated that the circadian rhythm of glucose and the oral
glucose tolerance test vary according to the phase of the circadian
cycle, and are related to diet and food restriction. Moreover, food
restriction in animals fed a westernized diet ameliorated the lipidic
parameters, but this “henefit” needs to be evaluated, together with
other metabolic factors such as other periods and the number of
hours daily when the restriction occurs, as well as the investigation
of intracellular events in key organs for metabalism such as liver
tissue, adipose tissug, and skeletal muscle tissue.
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ANEXO A — PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

DA UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
A, Prof, Nelson Chaves, s/n
sob67o-420 § Recife — PE - Hrasil
Fones: zra6 B842

ll\ ceun@Eufpe.be

Recife, 28 de maio de 2019
Oficio n® 23/19

Da Comissao de Etica no Uso de Animais {CEUA) da UFPE
Para: Prof. Elizabeth do Nascimento

Departamento de Nutrigao

Centro de Ciencia da Salde

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 0010/2019

Certificamos que a proposta intitulada *“Melatonina: Efeitos sobre o
metabolismo, comportamento alimentar e locomotor, de ratos
alimentados com dieta ocidentalizada com e sem restrigiao temporal do
alimento."” registrado com © n® 0010/2019 sob a responsabilidade de Prof. Elizabeth
do Nascimento o que envolve a produgio, manutengdo ou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de B de outubro de 2008, do Decreto n® 6.889, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA

NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIWERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
(UFPE), em reunido de 30/04/2019.

Finalidade {) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

\igéncia da autorizagao 28/05/2019 a 28/02/2022

Espécie/linhagem/raca Rato isogenico

N° de animais 80

Peso/ldade 50-60g/ 3 sermanas

Sexo Macho ( 80)

Origem: Biotério de Criagae Bioterio do Departamento de Nutrigdo
| Destino: Biotério de Experimentagio Bioterio do Departamento de Nutrigdo

Atenciosamente,

Prof. Sebastido R. F, Silva
p Vice-Presidente CEUAIUFPE
SIAPE 2343601



	7cc85630eb8bf31f1056ab0ba5147c4370fd1dc2ad49cf15ccefb34f65c2d37f.pdf
	Catalogação na fonte:
	7cc85630eb8bf31f1056ab0ba5147c4370fd1dc2ad49cf15ccefb34f65c2d37f.pdf

