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RESUMO 

 
Alterações em parâmetros nutricionais e fisio-metabólicos têm sido continuamente 

destacadas na literatura em função de protocolos de restrição temporal do alimento 

(RTA) em ratos. Porém, tem-se pouco conhecimento se o restabelecimento da 

alimentação ad libitum restaura os parâmetros modificados. Assim, objetivou-se 

avaliar o impacto da restrição temporal do alimento associada ou não ao 

restabelecimento da alimentação ad libitum sobre parâmetros nutricionais e fisio-

metabólicos 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), Restrição temporal do alimento (R/n=12) e Restrição temporal do 

alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum (RR/n=12). Os 

grupos controles receberam dieta padrão de biotério ad libitum por todo experimento. 

Os grupos restritos comeram ad libitum durante três semanas pós-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 

restrição alimentar, os animais do grupo RR voltaram a se alimentar ad libitum, durante 

seis semanas, sendo eutanasiados ao final do experimento. Os parâmetros avaliados 

foram: peso corporal, gordura visceral, ingestão alimentar, glicemia circadiana, 

tolerância à glicose, perfil glicêmico e lipêmico, níveis hormonais e ritmo de atividade 

locomotora. A normalidade foi verificada a partir do teste de Shapiro-Wilk e 

comparações foram realizadas através do T-Student e da ANOVA seguida dos Testes 

de Bonferroni ou Holm Sidak. A significância adotada foi de p<0,05 sendo os dados 

analisados no GraphPad Prism®9 com os resultados expressos em média e desvio 

padrão. Os resultados demonstraram que os animais restritos reduziram o peso 

corporal e a ingestão alimentar total em 24h, porém, apresentaram aumento em torno 

de 60% da quantidade de gordura visceral comparado ao C1. A restrição também 

causou alteração no ritmo de ingestão alimentar; na glicemia circadiana, melhora da 

tolerância à glicose aos 60 min, redução nos níveis 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 interdiária. Após 



 
 

restabelecimento da alimentação ad libitum, os animais do grupo RR apresentaram, 

comparado ao C2, semelhante quantidade de gordura na região abdominal, 

normalização do ritmo e padrão de ingestão alimentar, da glicemia circadiana, da 

tolerância à glicose e dos níveis 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 interdiária. Conclui-se que a 

restrição temporal do alimento provoca alterações fisio-metabólicas em ratos. E, que 

após o restabelecimento da alimentação ad libitum ocorre restauração dos parâmetros 

nutricionais e metabólicos, mas continuidade de alterações no ritmo de atividade 

locomotora caracterizando uma dessincronização circadiana que pode em longo 

prazo associar-se à predisposição para surgimento de doenças metabólicas. 

 

Palavras-chave: ritmo circadiano; ingestão alimentar; crononutrição; 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 

h in 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 INTRODUÇÃO 

 

O funcionamento diário dos processos fisio-metabólicos e comportamentais 

nos organismos é regulado por um sistema circadiano que gera ritmos intrínsecos com 

uma periodicidade de, aproximadamente, 24 horas. O sistema circadiano consiste 

numa rede hierárquica de múltiplos osciladores com o núcleo supraquiasmático (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 

mantêm a ritmicidade devido a ocorrência de ciclos de feedback de transcrição e 

tradução autorregulatórios (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 (α e β) e Ror (α, β, γ) (STENVERS et al., 2019). 

Embora intrinsecamente gerados, os ritmos endógenos são também 

modulados por fatores ambientais (POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018). 

“Zeitgebers”, do Alemão, doadores de tempo, é 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 

endógeno é denominado sincronização. Dessincronização é o termo utilizado para 

caracterizar o desalinhamento entre os zeitgebers e os ritmos circadianos (HONMA, 

2018; POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018) sendo esta uma condição que 

predispõe o indivíduo ao desenvolvimento de diversas doenças. 

A luz é o principal zeitgeber para o sistema circadiano. Ela exerce sua influência 

sobre o 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 

inglês, Light-Entrainable Oscillator ou LEO) (CAVALCANTE et al., 2008; CHOU et al., 

2003; LU et al., 2001). Além da informação luminosa, a alimentação é também um 

potente sincronizador ambiental para os osciladores circadianos, particularmente os 

osciladores periféricos, como o sangue, o tecido adiposo, o pâncreas e o fígado 

(ALBRECHT, 2012). A modulação da atividade das células do oscilador pela 

alimentação, que continua a influenciar estruturas periféricas mesmo quando o NSQ 

está lesionado, é um fenômeno conhecido como oscilador sincronizado por alimento 

(do inglês, Food-Entrainable Oscillator ou FEO) (CAVALCANTE, 2008; DÍAZ-MUÑOZ 

et al, 2010; KRIEGER; HAUSER; KREY, 1977; STEPHAN; SWANN; SISK, 1979). 
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O ritmo fisiológico da ingestão alimentar é um comportamento regulado por vias 

neurais juntamente com órgãos periféricos, que sinalizam o estado energético do 

corpo nos períodos de fome e saciedade, e pode ser modulado por fatores ambientais 

(ROSSI; STUBER, 2018).  Sabendo que os processos fisiológicos estão sob o controle 

circadiano, o consumo de alimentos deve ser regulado no tempo. Assim, as variações 

cíclicas no ritmo alimentar são sincronizadas com o ciclo claro-escuro através do NSQ, 

que coordena o horário de ingestão de alimentos através das projeções que nele se 

originam e alcançam as áreas cerebrais envolvidas com a regulação do 

comportamento alimentar (MENDOZA, 2019a; PATTON; MISTLBERGER, 2013). A 

grande questão, porém, é que o horário de ingestão dos alimentos parece afetar de 

maneira positiva (sincronizado) ou negativa (dessincronizado) o sistema circadiano 

(MENDOZA, 2019b).  

Alterações no padrão de alimentação, a exemplo do que ocorre com indivíduos 

que não costumam realizar as refeições em horários regulares, mas sim no período 

biologicamente destinado ao seu descanso, podem causar desalinhamento entre os 

osciladores do sistema circadiano e as pistas ambientais (HASTINGS; REDDY; 

MAYWOOD, 2003). A “restrição temporal do alimento (RTA)” é uma estratégia 

alimentar relacionada a jejum intermitente, na qual a ingestão de alimentos ocorre 

numa janela temporal específica durante o ciclo diurno/noturno (DE GOEDE et al., 

2020). Em modelos animais, a alimentação restrita ao período de luz (fase inativa ou 

período de repouso do animal) é um modelo utilizado para mimetizar os padrões 

alimentares de indivíduos que costumam se alimentar no momento destinado ao sono 

(OPPERHUIZEN et al., 2015) sendo, por isso, um protocolo que permite avaliar as 

repercussões de um padrão alimentar alterado, pois se concentra num horário 

incomum de alimentação, sobre as condições de saúde.  

Em roedores, a RTA durante o período inativo provoca um desalinhamento 

entre o período de ingestão alimentar e o ciclo sono/vigília (DE GOEDE et al., 2020) 

resultando em alteração do ritmo endógeno da ingestão de alimentos (DÍAZ-MUÑOZ 

et al., 2010) assim como em disfunções metabólicas e fisiológicas que desencadeiam 

os sintomas de doenças como a obesidade e doenças correlacionadas (diabetes tipo 

2, hipertensão arterial, dislipidemias e doenças cardiovasculares). O uso desses 

protocolos também induz uma atividade excitatória específica em roedores conhecida 

como “atividade antecipatória ao alimento (AAA)” (do inglês, food antecipatory activity 

ou FAA), que se caracteriza pelo aumento da atividade locomotora do animal, dentre 
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outros parâmetros, momentos antes da oferta de alimento (TAHARA; SHIBATA, 

2013). Estudos com AAA identificaram essa antecipação como uma forma 

comportamental do FEO, ou seja, a disponibilidade do alimento altera o 

comportamento alimentar dos animais (CARNEIRO; ARAUJO, 2012). 

As evidências entre restrição temporal do alimento para algumas horas do ciclo 

circadiano e alterações na ingestão de alimentos, secreção hormonal, metabolismo 

celular e ritmo da atividade locomotora já foram documentadas em alguns estudos 

(CHAIX et al., 2014; COSTA et al., 2021; DE GOEDE et al., 2020; HATORI et al., 2012; 

OLIVEIRA et al., 2021). Contudo, são escassos os que questionam se as alterações 

provocadas pela restrição alimentar permanecem após o restabelecimento da 

alimentação ad libitum (DE GOEDE et al., 2020). 

O presente estudo traz a hipótese de que a RTA durante 16 horas, mimetizando 

hábitos alimentares de indivíduos que não costumam realizar as refeições em horários 

regulares, mas sim no período destinado ao descanso, provocará distúrbios em 

parâmetros nutricionais e fisio-metabólicos em ratos wistar, que permanecerão 

mesmo após o restabelecimento da alimentação ad libitum. 

Dessa forma, nosso objetivo foi avaliar os efeitos da restrição temporal do 

alimento durante 16 horas seguida ou não do restabelecimento da alimentação ad 

libitum sobre parâmetros nutricionais e fisio-metabólicos em ratos Wistar. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 SISTEMA DE TEMPORIZAÇÃO 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 

diários ou diurnos, “ritmo circadiano” refere-se aos ciclos ou padrões periódicos que 

se repetem, aproximadamente, a cada 24 horas (POGGIOGALLE; JAMSHED; 

PETERSON, 2018; TAHARA; SHIBATA, 2013). Os ritmos circadianos são distribuídos 

nos reinos biológicos, 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), há aqueles que têm períodos mais longos que os ritmos circadianos, 

denominados infradianos, a exemplo do ciclo menstrual, e os ritmos que possuem 

períodos mais curtos, chamados ultradianos, como a frequência cardíaca e 

respiratória (ROBERTO REFINETTI, 2019). 

A maior parte dos processos fisiológicos, bioquímicos e comportamentais dos 

mamíferos, a exemplo da secreção hormonal, atividade locomotora, metabolismo 

energético, ciclo sono e vigília, ingestão alimentar (GOOLEY, 2016), entre outros, 

apresentam oscilações diárias (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). Estes 

processos rítmicos são endogenamente gerados e controlados pelo sistema de 

temporização circadiano que confere a vantagem adaptativa da regulação 

homeostática preditiva (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD, 2003), isto é, a capacidade 

do organismo antecipar e se adaptar às mudanças rítmicas previsíveis no ambiente 

(GARAULET et al., 2020).  Uma das características mais importantes do nosso 

sistema de temporização é que os ritmos circadianos são gerados endogenamente e 

perpetuam-se mesmo na ausência de informações externas (POGGIOGALLE; 

JAMSHED; PETERSON, 2018; TAHARA; SHIBATA, 2013) o que sugere que nosso 

corpo tem seu próprio oscilador interno (TAHARA; SHIBATA, 2013).  

Nos mamíferos, o sistema circadiano consiste numa rede hierárquica multi-

oscilatória composta por um oscilador central situado no cérebro e osciladores 

periféricos distribuídos 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 

lesão (COOMANS et al., 2013; LEHMAN, 1987) e transplante (LEHMAN, 1987) no 

encéfalo de animais levaram à identificação do núcleo supraquiasmático (NSQ), uma 

estrutura pareada no hipotálamo localizada logo acima do quiasma óptico 

(ALBRECHT, 2012; DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). No sistema circadiano, 

o NSQ representa o topo da organização hierárquica atuando como oscilador, relógio 

ou marcapasso central (TAKAHASHI, 2017; TAKAHASHI et al., 2008) necessário para 

a geração dos ritmos circadianos no comportamento e na fisiologia (BROWN; 

PENDERGAST; YAMAZAKI, 2019).  

Os osciladores circadianos também existem em outras regiões cerebrais e na 

maioria, senão em todos, órgãos e tecidos periféricos (DIBNER; SCHIBLER; 

ALBRECHT, 2010; PATTON; MISTLBERGER, 2013). No interior de cada tecido, as 

células do oscilador devem ser acopladas umas às outras para que a organização 

circadiana surja a nível tecidual (PATTON; MISTLBERGER, 2013). Em nível de 

comunicação periférica e central no sistema circadiano, os osciladores periféricos são 

normalmente acoplados ao oscilador central, o NSQ, através de vias nervosas 

centrais e autônomas e sinais neuroendócrinos (hipotálamo-hipófise) (CHALLET, 

2015; DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). Os osciladores periféricos podem ser 

observados em órgãos e tecidos periféricos, a exemplo do coração, pulmão, fígado, 

intestino, adrenal e tecido adiposo (GARAULET; ORDOVÁS; MADRID, 2010; LEVI; 

SCHIBLER, 2007).  

O sistema circadiano, além da organização hierárquica composta pelos 

osciladores central e periféricos, também apresenta uma organização molecular que 

é responsável, por meio dos ciclos de expressão autorregulatórios dos chamados 

genes circadianos, pela manutenção da ritmicidade do sistema de temporização. 

 

2.2 ORGANIZAÇÃO MOLECULAR DO SISTEMA CIRCADIANO 

O mecanismo molecular do sistema de temporização circadiano, que 

impulsiona as oscilações circadianas em células de mamíferos mantendo a 

organização do sistema, acontece através da ocorrência de ciclos de expressão 

gênica (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD, 2003; TAKAHASHI, 2017). O mecanismo 

dos osciladores consiste num feedback transcricional-traducional autorregulatório 

envolvendo um conjunto de genes específicos, denominados genes circadianos, que 
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são expressos em quase todas as células e fazem com que determinadas proteínas 

e fatores de transcrição 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 próprias 

transcrições. Proteínas ativadoras se unem e iniciam a produção de proteínas 

repressoras que, após determinado período, também se unem e inibem as ativadoras, 

diminuindo a própria produção e atividade (SOUZA, 2014). 

Os genes cuja codificação está envolvida nos mecanismos de ritmicidade 

circadiana são: circadian locomotor output cycles kaput (Clock ou seu ortólogo 

Npas2), os genes do período - do inglês period (Per1, Per2, Per3), os genes cripto-

monocromáticos - do inglês cryptochrome (Cry1, Cry2), o Arntl - do inglês brain and 

muscle ARNT-like protein-1 (Bmal1), os genes que codificam os receptores nucleares 

- do inglês reverse rythroblastosis vírus (Rev-erbα e Rev-erbβ) e o receptor órfão 

relacionado ao ácido-retinóico - do inglês retinoic acid-related orphan receptor (Rorα, 

Rorβ e Rorγ) (STENVERS et al., 2019).  Os eventos moleculares dos osciladores 

começam a ocorrer no início do dia circadiano onde, no núcleo das células, os fatores 

de transcrição CLOCK e BMAL1 formam um heterodímero (CLOCK/BMAL1) que se 

liga à região promotora, denominada E-box, de alguns genes alvo e conduz a 

transcrição dos genes: período (Per1, Per2, Per3), cripto-monocromáticos (Cry1, 

Cry2) e fator de transcrição reversa (Rev-erbα), ambos genes repressores; e do gene 

promotor, o receptor órfão relacionado ao ácido-retinóico (Rorα). Ao longo do dia 

circadiano, no citoplasma das células, os genes Per e Cry são traduzidos em proteínas 

e formam dímeros. Esses dímeros, no final do dia circadiano, são translocados de 

volta ao núcleo onde seu acúmulo neutraliza o efeito positivo do heterodímero 

CLOCK/BMAL1 culminando com o bloqueio da sua própria transcrição (GARAULET; 

ORDOVÁS; MADRID, 2010; TAHARA; SHIBATA, 2013). A ocorrência desse evento 

finda um ciclo circadiano de expressão gênica sendo o ciclo subsequente iniciado 

quando os níveis nucleares do heterodímero PER/CRY diminuem (HASTINGS; 

REDDY; MAYWOOD, 2003). 

Embora haja algum entendimento a respeito da regulação da expressão dos 

genes repressores Per e Cry, o mecanismo responsável pela regulação da expressão 

dos genes ativadores, Clock e Bmal1, ainda é pouco conhecido (AKASHI; TAKUMI, 

2005). O gene Clock, que codifica a proteína de mesmo nome, possui expressão 
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constitutiva, isto é, não apresenta variações diárias significativas na sua expressão 

(BALMFORTH et al., 2007). Quanto ao Bmal1, sua expressão é regulada 

negativamente pelo fator de transcrição Rev-erbα (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD, 

2003) e positivamente pelo Rorα, os quais competem pela região promotora (RORE) 

do gene Bmal1 (AKASHI; TAKUMI, 2005; GUILLAUMOND et al., 2005). Tanto o Rev-

erbα, quanto o Rorα têm sua expressão aumentada pelo heterodímero 

CLOCK/BMAL1 (DUEZ; STAELS, 2008). A Figura 1 demonstra o mecanismo 

molecular do sistema de temporização circadiano.  

Figura 1: Organização molecular do sistema de temporização circadiano. No núcleo o heterodímero 
CLOCK/BMAL1 se liga à região E-box de genes alvos e ativa a transcrição dos genes circadianos Per, 
Cry, Rev-erbα e Rorα. Per e Cry mRNAs são traduzidos no citoplasma e unem-se formando um dímero, 
que entra no núcleo da célula e se liga a CLOCK/BMAL1 para bloquear a transcrição de Per. REV-ERB 
e ROR agem sobre a região promotora RORE bloqueando ou ativando a transcrição de BMAL1, 
respectivamente. 

 

Fonte: Yao e colaboradores (2022) e Guan; Lazar (2021) 
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Os ritmos biológicos são endogenamente gerados pelo sistema de 

temporização circadiano, porém, variáveis presentes no ambiente denominadas 

cronadores ambientais podem arrastar os osciladores circadianos influenciando a 

forma como o sistema de temporização funciona. 

 

2.3 CRONADORES AMBIENTAIS DO SISTEMA CIRCADIANO  

Como mencionado, por ser gerado endogenamente o sistema circadiano pode 

manter a ocorrência de ritmos circadianos mesmo na ausência de estímulos 

ambientais. Contudo, as oscilações endógenas que geram os ritmos biológicos se 

ajustam a variações cíclicas do ambiente externo a fim de manter uma relação de fase 

estável do ritmo com a variável 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 Alemão “doador de tempo”, ou cronadores são 

pistas/variáveis externas/ambientais capazes de arrastar os osciladores circadianos e 

redefinir a fase reduzindo ou prolongando temporariamente o período endógeno dos 

ritmos circadianos (FLANAGAN et al., 2020; KIEHN et al., 2017). As variáveis 

ambientais sincronizadoras dos relógios biológicos referem-se aos estímulos fóticos, 

isto é, mediados pela luz, e não fóticos, não mediados pela luz (SOUZA, 2014). Na 

natureza, a ocorrência dos ritmos biológicos nos animais pode se apresentar de 

formas diferentes sempre que os osciladores circadianos se apresentem de duas 

maneiras. Assim, existe a relação de fase estável com a respectiva variável ambiental, 

processo denominado sincronização, ou de fase divergente ao seu respectivo 

zeitgeber, processo denominado dessincronização (POGGIOGALLE; JAMSHED; 

PETERSON, 2018).  

A luz, um potente sincronizador externo, é o principal cronador que impulsiona 

o ritmo do oscilador central, o NSQ, permitindo que ele se ajuste à pista temporal 

geofísica, o ciclo claro-escuro, que surge pelo movimento de rotação da terra sob seu 

próprio eixo (POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018; SOUZA, 2014). Além 

de oscilador central, o NSQ é considerado um elemento do sistema de sincronização 

pela luz (do inglês, Light-Entrainable Oscillator ou LEO). Para ser capaz de ajustar a 

organização interna com as pistas ambientais, as células ganglionares da retina 
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intrinsecamente fotossensíveis (ipRGCs) captam a informação luminosa externa e a 

transmite para o núcleo supraquiasmático via transmissão sináptica através dos 

axônios do trato retino hipotalâmico (TRH) (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010; 

KIEHN et al., 2017). Em seguida, o NSQ transmite, através de uma variedade de 

saídas, sua informação rítmica para células calizadas em outras regiões cerebrais e 

órgãos periféricos (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010; FULLER; LU; SAPER, 

2008). O NSQ regula, além de outros sistemas, o metabolismo energético, 

influenciando processos como a ingestão alimentar e a expressão, secreção e 

atividade de hormônios e enzimas metabólicas através de sinais neuronais e 

endócrinos (BARCLAY et al., 2012; CHALLET, 2015; OISHI; ITOH, 2013).  O NSQ é 

necessário para a expressão de ritmos circadianos endógenos e é sincronizado pela 

luz; e sua lesão causa perda destes ritmos (VAN ESSEVELDT; LEHMAN; BOER, 

2000).  

Os ritmos circadianos nos tecidos periféricos, além da integração de entradas 

provenientes do oscilador central, sofrem influência de fatores externos não-fóticos, 

como a alimentação e metabólitos (BARCLAY et al., 2012; FLANAGAN et al., 2020). 

Assim, no sistema circadiano, admite-se que além do oscilador sincronizado pela luz 

(LEO), há um outro sistema que depende do alimento para ocorrer. Dessa forma, o 

alimento, mais precisamente a disponibilidade cíclica deste, pode ser um 

sincronizador não fótico para os osciladores circadianos dos mamíferos tão potente 

quanto o ciclo claro-escuro, especialmente para os osciladores periféricos 

(ALBRECHT, 2012; TAHARA; SHIBATA, 2013). A modulação da atividade das células 

do oscilador pela alimentação, e, por conseguinte, da expressão gênica, é conhecida 

como oscilador sincronizado ou arrastado por alimento (do inglês, Food-Entrainable 

Oscillator ou FEO) (DÍAZ-MUÑOZ et al., 2010). Nos mamíferos, o oscilador 

sincronizado por alimento não possui seus componentes e localização totalmente 

caracterizados; diferente do oscilador arrastado pela luz (do inglês, Light-Entrainable 

Oscillator ou LEO) que tem o hipotálamo como localização e o núcleo 

supraquiasmático como principal elemento (CARNEIRO; ARAUJO, 2012). 

Nos últimos anos, o horário de ingestão das refeições 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 

endógeno e as pistas ambientais ou seus respectivos zeitgebers. Esta 

dessincronização compromete o metabolismo, uma vez que os dois sistemas de 

osciladores coordenam em conjunto as vias metabólicas interdependentes 

(POGGIOGALLE; JAMSHED; PETERSON, 2018), que apresenta ruptura dos seus 

processos e consequente desenvolvimento de desordens metabólicas (PAGE et al., 

2020). Na Figura 2 é demonstrada a influência 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 primário do oscilador central, o NSQ, é a luz, enquanto os osciladores periféricos são 
fortemente arrastados por ritmos de alimentação e jejum. O NSQ sincroniza os ritmos periféricos 
diretamente através de sinais endócrinos e do sistema nervoso autônomo (SNA) e a regulação da 
temperatura corporal central, bem como indiretamente através de feedback comportamental dos ritmos 
de atividade e alimentação. 

 

Fonte: Pickel; Sung. (2020). 
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É notável a importância do sistema circadiano para a geração e controle dos 

diversos ritmos biológicos, porém, a manipulação de cronadores ambientais, a 

exemplo do horário de ingestão de alimentos, pode impactar, de modo positivo ou 

negativo, o funcionamento desse sistema de osciladores, especialmente quando se 

trata dos osciladores localizados nos órgãos periféricos. 

 

2.4 RITMOS CIRCADIANOS E ALIMENTAÇÃO 

A ingestão alimentar envolve um comportamento que conta com a participação 

de substratos neurais que funcionam, de forma interativa e equilibrada, em conjunto 

com órgãos periféricos que indicam o estado energético do organismo, sinalizando 

condições de fome e de saciedade (MENDOZA, 2019a).  A regulação da ingestão 

alimentar envolve dois principais mecanismos cerebrais distintos, porém relacionados: 

os mecanismos homeostático e não homeostático ou hedônico; este conhecido como 

sistema de recompensa/prazer (LUTTER; NESTLER, 2009; MENDOZA, 2019a; 

ROSSI; STUBER, 2018).  

O mecanismo homeostático consiste no sistema metabólico que regula a 

quantidade de alimento baseado no estado energético do organismo (ROSSI; 

STUBER, 2018). Ele compreende reguladores hormonais da fome, saciedade e dos 

níveis de adiposidade (EGECIOGLU et al., 2011; LUTTER; NESTLER, 2009). O 

mecanismo hedônico, por outro lado, regula a ingestão de alimentos baseado no 

prazer (ROSSI; STUBER, 2018). De modo geral, alimentos pouco palatáveis, a 

exemplo das frutas e vegetais, não são excessivamente consumidos, enquanto os 

alimentos considerados saborosos, como os alimentos ultraprocessados, que são 

ricos em açúcares e gorduras, são frequentemente ingeridos, mesmo após as 

necessidades energéticas terem sido atingidas (KENNY, 2011).   

Em adição à regulação central, a ingestão alimentar é regulada por sinais 

humorais periféricos que possuem papel fundamental na transmissão de informações 

sobre o estado nutricional e adiposidade para o sistema nervoso central (MITCHELL; 

BEGG, 2021a). Os hormônios periféricos, sendo alguns relacionados com alimentos, 

possuem a capacidade de aturarem em circuitos cerebrais, por meio de receptores 

específicos, e modular a expressão de neuropeptídeos que regulam a ingestão 

alimentar e o peso corporal o que contribui para a manutenção de um balanço 

energético adequado (ALBRECHT, 2012; KENNY, 2011; LUTTER; NESTLER, 2009; 
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MENDOZA, 2019a). Dentre os hormônios periféricos com ação central sobre a 

ingestão alimentar estão a leptina e insulina, sinais de adiposidade além de principais 

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

A leptina é um sinal humoral de saciedade secretada pelos adipócitos em 

proporção à quantidade total de tecido adiposo do corpo. Ela é transportada pela 

barreira hematoencefálica e exerce seus efeitos anorexígenos por meio do núcleo 

ARC do hipotálamo, onde há neurônios que expressam receptores de leptina. Assim, 

a leptina estimula a ativação de neurônios anorexígenos (relacionados à saciedade) 

que expressam pró-opiomelanocortina (POMC) e transcrito regulado por anfetamina 

e cocaína (CART), e suprime os neurônios orexígenos (ligados ao estímulo do apetite) 

que expressam o neuropeptídeo Y (NPY) e a proteína relacionada à agouti (AgRP) 

resultando em redução da ingestão alimentar e aumento do gasto energético. Por 

outro lado, níveis reduzidos de leptina ativam vias anabólicas e inibem vias 

catabólicas, aumentando a expressão de neurônios NPY/AgRP e bloqueando a 

atividade dos neurônios POMC/CART, o que resulta em aumento do tamanho da 

refeição e redução do gasto energético (MOYNIHAN RAMSEY et al., 2007).  

Outro sinal periférico que desempenha uma importante função na regulação da 

ingestão alimentar é o hormônio pancreático insulina. Um aumento no nível de insulina 

circulante após a realização de uma refeição está associado ao estado de saciedade 

que decorre da ação da insulina em regiões do cérebro, especialmente núcleos 

hipotalâmicos, que regulam a ingestão de alimentos. No núcleo ARC do hipotálamo, 

a insulina diminui a expressão dos peptídeos orexígenos NPY/AgRP ao mesmo tempo 

que regula positivamente a expressão dos neurônios que expressam os peptídeos 

anorexígenos POMC/CART resultando em redução da ingestão alimentar e aumento 

do gasto energético (KULLMANN et al., 2020; MITCHELL; BEGG, 2021b).  

A ingestão alimentar também pode ser regulada por hormônios secretados em 

situação de estresse, como o cortisol, quando referido em humanos, e corticosterona, 

em roedores. Os glicocorticoides podem atuar diretamente nas regiões hipotalâmicas 

envolvidas com o controle da ingestão alimentar, mas também indiretamente através 

de interações com reguladores do apetite que circulam na corrente sanguínea 

(KUCKUCK et al., 2022). Os glicocorticoides têm efeitos pronunciados sob a 

expressão no neuropeptídeo Y e proteína relacionada ao agouti (AgRP) no núcleo 

arqueado (SHIMIZU et al., 2008; YI et al., 2012) onde sua elevada concentração 
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promoveu aumento da ingestão 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 à insulina (BERG; 

COMBS; SCHERER, 2002; NIGRO et al., 2014). O papel dessa adipocina no controle 

da ingestão alimentar permanece por ser elucidado, pois estudos indicam ações 

orexígenas e anorexígenas no hipotálamo, possivelmente dependentes do nível de 

glicose no sangue (SUYAMA et al., 2016). Contudo, embora não completamente 

esclarecidas, as ações orexígenas da adiponectina parecem decorrer do aumento da 

atividade da AMPK no núcleo arqueado, por meio do seu receptor AdipoR1, para 

estimular a ingestão de alimentos e reduzir o gasto de energia (KADOWAKI; 

YAMAUCHI; KUBOTA, 2008). Já as ações anorexígenas estariam relacionadas ao 

aumento da expressão da POMC o que reduz a ingestão alimentar e aumenta o gasto 

energético (SUYAMA et al., 2016).  

Há a hipótese de que a adiponectina regula a ingestão alimentar em associação 

com a leptina. Assim, no jejum, a concentração de adiponectina no ARC aumenta; 

consequentemente a AMPK hipotalâmica é ativada, o que estimula a ingestão 

alimentar. Após o consumo de alimentos, porém, o sinal de leptina no ARC aumenta; 

consequentemente, a atividade hipotalâmica da AMPK diminui, resultando em 

redução da ingestão de alimentos. Assim, o sinal da leptina no hipotálamo é regulado 

de forma inversa ao sinal da adiponectina, que aumenta a atividade da AMPK 

hipotalâmica e a ingestão alimentar, ao contrário da ação da leptina (KADOWAKI; 

YAMAUCHI; KUBOTA, 2008). 

Além da interação entre a centralidade e os sinais periféricos para controle da 

ingestão alimentar, o consumo de alimentos é coordenado temporalmente pelo 

cérebro ao longo do dia (CHALLET, 2019). O ciclo de ingestão alimentar, portanto, é 

considerado uma variável biológica de recorrência periódica, ou seja, um ritmo 

biológico que segue um padrão fortemente circadiano (COSTA, 2017; FLANAGAN et 

al., 2020; MENDOZA, 2019b, 2019a). O sistema de temporização coordena o horário 

da ingestão alimentar influenciando a qualidade e quantidade de alimentos a serem 

ingeridos em um determinado horário do dia (MENDOZA, 2019b; WHITTON et al., 

2018). Os osciladores cerebrais que asseguram o controle circadiano da ingestão de 
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alimentos incluem o NSQ do hipotálamo e osciladores secundários em áreas 

hipotalâmicas 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 alimentação, 

por exemplo, ocorra durante a sua fase ativa enquanto o jejum aconteça durante a 

sua fase de repouso (CARNEIRO; ARAUJO, 2012). Assim, os humanos, espécie de 

hábitos diurnos, distribuem a ingestão 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 hábitos noturnos, como ratos e camundongos, 

normalmente consomem mais de 70% da sua alimentação durante a noite ou fase 

escura do ciclo de 24 horas (grandes quantidades de comida são ingeridas no início 

da noite, com um segundo pico de alimentação na madrugada) (FLANAGAN et al., 

2020; MANOOGIAN; PANDA, 2017; POSSIDENTE; BIRNBAUM, 1979).  

As variações cíclicas no ritmo alimentar são sincronizadas com o ciclo claro-

escuro por meio do NSQ, que recebe informações luminosas por meio do trato retino-

hipotalâmico e as transmite, em seguida, às estruturas cerebrais que regulam a 

ingestão de alimentos (MENDOZA, 2019b; PATTON; MISTLBERGER, 2013). Existem 

muitas regiões cerebrais, incluindo o hipotálamo, cérebro posterior e o sistema cortico-

límbico, que desempenham um papel no controle da ingestão alimentar (LENARD; 

BERTHOUD, 2008) e homeostase energética (FROY, 2010). Em particular, o 

hipotálamo está envolvido em diversas atividades ligadas a alimentação, tais como: 

autosseleção de alimentos, estresse alimentar, detecção do paladar e aprendizagem 

aversiva (BERNARDIS; BELLINGER, 1996).  

No hipotálamo, vários núcleos possuem claros e profundos impactos sobre o 

controle do comportamento alimentar e da manutenção do equilíbrio energético 

(BERTHOUD, 2002; FLANAGAN et al., 2020). O hipotálamo lateral está associado 

aos sistemas catecolaminérgico e serotoninérgico, e participa do controle circadiano 

da alimentação (CAMBRAIA, 2004). Já o hipotálamo basomedial, relacionado com a 

expressão do neuropeptídeos Y, mostra-se responsivo ao decréscimo de proteínas 

na dieta com aumento na ingestão de alimentos (WHITE; DEAN; MARTIN, 1998). 

Dentre as regiões hipotalâmicas relacionadas à ingestão alimentar, destacam-se o 

núcleo arqueado (ARC), a paraventricular (PVN), a ventromedial (VTM), a 

dorsomedial (DMN) e a área hipotalâmica lateral (AHL) (PAGE et al., 2020).  
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Para promover a geração do ritmo circadiano no comportamento alimentar, o 

NSQ utiliza mecanismos de comunicação direta e indireta com as áreas hipotalâmicas 

citadas e com o tronco cerebral. Existem também mecanismos de retroalimentação 

que permitem o arrastamento não fótico do NSQ em resposta à alimentação 

(HIRAYAMA; MURE; PANDA, 2018). Após captação da informação fótica, o NSQ 

projeta-se para a zona subparaventricular (ZSPV), local de retransmissão, que se 

projeta amplamente através do hipotálamo e núcleo dorsomedial (DMN), local-chave 

de integração das pistas temporais circadianas em vários processos fisiológicos 

incluindo o sono, alimentação e gasto energético (ABRAHAMSON; MOORE, 2001; 

WATTS; SWANSON, 1987).  

Projeções do NSQ para o PVN também foram demonstradas em ratos e 

humanos (CUI; DYBALL, 1996; DAI; SWAAB; BUIJS, 1997) por meio das quais os 

neurônios do oscilador central fornecem modulação temporal sobre as atividades das 

vias pré-autonômicas e neuroendócrinas (BUIJS et al., 2017; PAUL et al., 2020). Alvos 

adicionais incluem células da AHL que expressam o neuropeptídeo orexina (ORX), 

envolvidos na locomoção e nos comportamentos alimentares (ABRAHAMSON; 

MOORE, 2001; MENDOZA, 2019a), e neurônios do núcleo ARC, que expressam os 

neuropeptídeos orexigênicos [neuropeptídeo Y (NPY) e a proteína relacionada ao 

agouti (AgRP)] e anorexigênicos [pró-opiomelanocortina (POMC) e o fator transcrito 

relacionado a cocaína (CART)] que estimulam e inibem, respectivamente, a ingestão 

alimentar (FLANAGAN et al., 2020).   

Os ritmos na ingestão alimentar são reforçados pelo feedback relacionado ao 

alimento presente no trato gastrointestinal. Os nutrientes, hormônios, metabólitos 

circulantes e os processos sensoriais relacionados ao alimento percebidos pelo trato 

gastrointestinal, que seguem os padrões de alimentação, envolvem respostas 

homeostáticas agudas de modo rítmico (devido os ciclos normais de 

alimentação/jejum). Igualmente, influenciam diretamente os osciladores circadianos 

centrais, através da capacidade de resposta do oscilador molecular ao estado 

metabólico. Esta sensibilidade do mecanismo molecular do oscilador, especialmente 

os periféricos, aos metabólitos relacionados aos alimentos é exemplificada pelo forte 

arrastamento comportamental e fisiológico observado em animais de laboratório 

quando submetidos a protocolos de alimentação programada (MISTLBERGER, 

2011).  
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2.5 RESTRIÇÃO TEMPORAL DO ALIMENTO (RTA) 

Já foi relatado que as variações cíclicas no ritmo de ingestão de alimentos são 

sincronizadas com o ciclo claro-escuro por meio do NSQ (MENDOZA, 2019b; 

PATTON; MISTLBERGER, 2013) que, em condições normais, coordena o 

comportamento alimentar para que a maior e menor ingestão de alimentos ocorra, 

respectivamente, na fase ativa e de repouso da espécie considerada. Porém, 

alterações nesse padrão alimentar podem comprometer o funcionamento do sistema 

circadiano o que conduz à ideia de que o momento da ingestão de alimentos pode 

afetar positivamente (alinhamento/sincronização) ou negativamente 

(desalinhamento/dessincronização) o sistema de temporização (MENDOZA, 2019a). 

A ingestão de alimentos e o metabolismo dos nutrientes neles contidos são 

controlados por estruturas neurais, sistemas neuroquímicos e neuroendócrinos 

específicos; e alterações em tais sistemas, como os provocados por mudanças no 

padrão alimentar, podem associar-se a modificações comportamentais e fisiológicas 

(CAMBRAIA, 2004; MISTLBERGER, 2011). 

O tempo normal entre o oscilador principal e os periféricos pode ser 

interrompido quando o padrão de alimentação, por exemplo, é alterado (HASTINGS; 

REDDY; MAYWOOD, 2003; OOSTERMAN et al., 2015). Como mencionado, animais 

de laboratório com acesso ad libitum a uma dieta padrão consomem, normalmente, a 

maioria (60-80%) de sua ingestão diária de alimentos à noite. “Restrição temporal do 

alimento” (RTA) ou “alimentação com restrição” é um protocolo experimental 

frequentemente utilizado para avaliar o impacto do horário de ingestão de alimentos 

sobre o sistema circadiano. Nele, há uma janela temporal específica durante o ciclo 

de 24 horas na qual ocorre a ingestão de alimentos (DE GOEDE et al., 2020; 

MANOOGIAN; PANDA, 2017). O acesso aos alimentos pode ser restrito a várias horas 

durante a fotofase escura (fase ativa do animal), condição que favorece a 

sincronização/alinhamento entre o comportamento alimentar e a condição natural do 

comportamento de sono/vigília do animal, ou várias horas durante a fotofase clara 

(fase inativa de roedores noturnos), situação na qual a restrição alimentar resulta em 

uma dessincronização/desalinhamento entre a ingestão dos alimentos pelo roedores 

e a condição natural do seu comportamento de sono/vigília (MANOOGIAN; PANDA, 

2017).  
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A alimentação restrita a curtos períodos, especialmente em modelos 

experimentais nos quais o alimento é oferecido durante o dia para os roedores 

noturnos (DÍAZ-MUÑOZ et al., 2010) provoca, nos animais, alteração no ritmo 

endógeno de ingestão alimentar. Diante dessa situação, os relógios periféricos 

tornam-se independentes da ritmicidade do NSQ, e o sistema circadiano não é mais 

arrastado pela luz, mas, principalmente pelos efeitos da programação da alimentação 

das refeições. Em modelos experimentais animais, a restrição temporal do alimento a 

fase clara do ciclo de 24 horas mimetiza a condição observada em trabalhadores 

noturnos, indivíduos da sociedade moderna que tendem a concentrar sua atividade e 

ingestão alimentar ao período de repouso, sendo, portanto, utilizada para avaliar o 

impacto desse padrão alimentar alterado sobre o sistema circadiano e no 

desenvolvimento de doenças.  

A restrição temporal do alimento à fase inativa de camundongos promoveu 

hiperfagia e ganho de peso nesses animais em apenas nove dias, menor flexibilidade 

metabólica com maior dependência de carboidratos, inversão quase completa na fase 

de expressão de genes circadianos em osciladores periféricos localizados no fígado 

e menor amplitude dos ritmos biológicos no tecido adiposo epididimal, músculo 

esquelético e coração (BRAY et al., 2013). Em ratos, a alimentação restrita à fase 

ativa melhorou a tolerância dos tecidos à glicose, enquanto a restrição do alimento à 

fase de descanso promoveu piora (DE GOEDE et al., 2019) assim como 

dessincronização dos osciladores do músculo e fígado (OPPERHUIZEN et al., 2016). 

Em humanos, a dessincronização entre os osciladores central e periféricos provocada 

pela alteração do tempo de ingestão de alimentos pode conduzir ao desacoplamento 

dos osciladores periféricos do precursor central levando ao desenvolvimento de 

distúrbios metabólicos, incluindo a obesidade e o diabetes tipo 2 (LONGO et al., 2017; 

MANOOGIAN; PANDA, 2017; OOSTERMAN et al., 2015). 

A execução normal do padrão diário de ingestão alimentar envolve também a 

expressão de genes circadianos nos osciladores central e periféricos do sistema 

circadiano que podem ter igualmente sua fase de expressão modificada pelo horário 

de ingestão de alimentos. A restrição do acesso alimentar está associada a mudanças 

na expressão gênica do sistema do relógio circadiano (DE ARAUJO et al., 2016). O 

NSQ, sensível às informações fóticas, dificilmente é perturbado pelos padrões de 

alimentação. Contudo, os osciladores periféricos, especialmente os localizados no 
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fígado, são insensíveis a mudanças relacionadas às pistas fóticas, mas sua fase e 

amplitude são influenciadas pela alimentação (DAMIOLA et al., 2000; VOLLMERS et 

al., 2009). Estudos em ratos relataram que os ritmos de expressão de genes 

circadianos são afetados pelo horário de ingestão de alimentos. Um estudo 

demonstrou que a alimentação restrita durante o período inativo dos animais induz os 

ritmos de expressão dos genes circadianos em órgãos periféricos e regiões cerebrais 

diferentes do NSQ (DAMIOLA et al., 2000; FEILLET et al., 2008). 

A influência do horário da alimentação como um sincronizador periférico foi 

investigada através da expressão diária dos genes circadianos (Per1, Per2 e Bmal1) 

em várias regiões hipotalâmicas, com a finalidade de determinar se o horário da 

restrição de alimento afeta os genes circadianos em osciladores externos ao SNC de 

forma uniforme. Ratos Wistar foram mantidos em restrição alimentar (duas horas de 

acesso diário ao alimento) ou com alimentação ad libitum durante 3 semanas. O 

horário de restrição alimentar afetou a expressão dos genes provocando uma 

mudança de fase, ou seja, uma modificação de acordo com a combinação de núcleos 

hipotalâmicos e genes direcionados. Esses dados reforçam que os sinais metabólicos 

ou temporais provocados pela restrição da alimentação modificam a organização 

temporal no hipotálamo (MIÑANA-SOLIS et al., 2010).  

Estudo semelhante avaliou o impacto de diferentes padrões de restrição 

alimentar sob a modulação da expressão de genes circadianos no NSQ e em 

osciladores extra-NSQ localizados nos núcleos hipotalâmicos PVN e ARC. O padrão 

de expressão dos genes circadianos em resposta a alimentação restrita à noite 

(durante duas horas), alimentação restrita ao dia (duas horas) e alimentação durante 

o dia (12 horas de disponibilidade alimentar) foi afetado de forma distinta no NSQ e 

nos diferentes núcleos hipotalâmicos. Estes resultados sugerem que o oscilador 

central bem como o oscilador no PVN e ARC, áreas envolvidas com a ingestão de 

alimentos, respondem de forma tecido específica à restrição alimentar (DE ARAUJO 

et al., 2016). Em conjunto, as evidências indicam que tanto o conjunto de osciladores 

quanto os ritmos de expressão dos genes circadianos do sistema de temporização 

são afetados pelo horário de ingestão dos alimentos, que quando concentrada em 

horários incomuns conduzem a alterações metabólicas que contribuem para o 

desenvolvimento e instalação de doenças.  
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2.6 RITMO DE ATIVIDADE LOCOMOTORA 

A ingestão alimentar é um ritmo diário robusto que é acompanhado pelo 

aumento da atividade locomotora em torno do evento (MENDOZA, 2019a). Em 

roedores, uma das consequências da alteração do padrão alimentar, especialmente 

em protocolos de alimentação programada como na restrição temporal do alimento, é 

a modificação do ritmo de atividade locomotora. Normalmente, o ritmo locomotor 

(atividade/repouso) está sincronizado com o ritmo de ingestão de alimentos 

(alimentação/jejum). No caso de animais de hábitos noturnos ambos se mostram mais 

pronunciados durante a noite (locomoção e alimentação). Contudo, alimentações 

diárias programadas, restritas a apenas algumas horas ao longo do dia, com destaque 

para as que apresentam concentração da ingestão alimentar durante a fotofase clara 

do fotoperíodo claro-escuro, alteram o ritmo diário de atividade locomotora por induzir 

uma atividade excitatória específica em roedores conhecida como “atividade 

antecipatória ao alimento (AAA)” (TAHARA; SHIBATA, 2013). 

A AAA é definida como a excitação diária ou o comportamento de busca pelo 

alimento aproximadamente 2 a 3 horas antes da alimentação ou horário 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 exploratório e de forrageio 

(STEPHAN, 2002), aumento da temperatura corporal, níveis de glicocorticoides 

plasmáticos, motilidade gastrintestinal e atividade de enzimas digestivas e atividade 

locomotora, que permanecem mesmo na ausência de qualquer sincronizador externo 

(HONMA; HONMA; HIROSHIGE, 1987). A AAA é identificada como a saída 

comportamental de um oscilador arrastado por alimento (FEO), que está separado do 

oscilador arrastado pela luz (LEO), localizado no núcleo supraquiasmático (NSQ) do 

hipotálamo (CARNEIRO; ARAUJO, 2012). Acredita-se que os roedores procuram por 

comida quando o horário de alimentação se aproxima e que eles podem aprender e 

lembrar o tempo de alimentação regular por meio do seu oscilador interno 

sincronizado pelo alimento (TAHARA; SHIBATA, 2013). Vale destacar que a atividade 

antecipatória controlada pelo FEO ocorrerá mesmo na ausência do núcleo 

supraquiasmático (TAHARA; SHIBATA, 2013).  A ablação do oscilador central em 

camundongos resulta na interrupção dos ritmos relacionados à atividade locomotora; 

no entanto, a AAA surge antes das refeições em caso de alimentação diurna 

programada (BOULOS; TERMAN, 1980; STEPHAN; SWANN; SISK, 1979).   
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Estudos utilizando animais com deleção, mutantes ou com lesão específica de 

parte do cérebro foram conduzidos com o objetivo de investigar o local ou mecanismo 

do oscilador sincronizado pelo alimento. Para estudos de lesão, experimentos 

sugerem que a integridade do hipotálamo dorsomedial é importante na regulação do 

comportamento alimentar em roedores. Lesões nessa região podem afetar a 

expressão comportamental da AAA, cuja formação fica significativamente reduzida, 

(GOOLEY; SCHOMER; SAPER, 2006; MORIYA et al., 2009; TAHARA et al., 2010) 

levando a acreditar que esta pode ser uma das possíveis localizações do FEO. 

Contudo, a atividade antecipatória ao alimento não esteve ausente, mas apenas 

reduzida em camundongos com lesão do núcleo DMN (LANDRY et al., 2006) e 

aumentada em animais com lesão do DMH e NSQ quando comparados aos que 

apresentavam apenas lesão do DMH (ACOSTA-GALVAN et al., 2011). Tal resultado 

sugere que o DMH faz parte do FEO, mas, ele não é um requisito para a indução da 

AAA (TAHARA; SHIBATA, 2013). 

As informações expostas demonstram que a ingestão de alimentos segue um 

ritmo circadiano que é controlado, dentre outros fatores, pelas projeções que surgem 

no NSQ. O NSQ mantém uma sincronia entre a alimentação e o ciclo claro-escuro 

prevenindo o desenvolvimento de patologias. Contudo, modificações no horário de 

ingestão alimentar, com destaque para a restrição temporal do alimento à fase inativa 

da espécie considerada, pode resultar em dessincronia entre uma pista ambiental 

(alimentação) e os ritmos biológicos, bem como, entre os osciladores central e 

periféricos do sistema de temporização, com estes últimos tornando-se independentes 

da sincronização estabelecida pelo oscilador central. Como resultado, pode-se 

observar mudanças comportamentais (comportamento alimentar e ritmo de atividade 

locomotora, este último em animais), em parâmetros fisiológicos, metabólicos e na 

fase de expressão de genes circadianos e genes controlados pelos osciladores que 

favorecem o desenvolvimento de doenças como a obesidade e patologias correlatas. 

A verificação das repercussões da RTA na fase clara do ciclo, fase inativa de 

roedores, sobre os parâmetros acima citados é objeto de estudo de muitos trabalhos. 

Porém, pouco se sabe a respeito do que ocorre com tais indicadores quando a 

alimentação volta a ser oferecida livremente (ad libitum) ao animal após o período de 

restrição alimentar. Tal conhecimento é relevante tendo em vista o aumento no 

número de indivíduos com padrão alimentar alterado, onde predomina a ingestão 

alimentar realizada no período biologicamente destinado ao descanso, e os distúrbios 
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nutricionais e fisio-metabólicos já relatados decorrentes desse comportamento. Diante 

da possibilidade de retorno pelo indivíduo ao padrão alimentar habitual, torna-se 

importante saber se os distúrbios provocados pelo padrão alterado nos parâmetros 

citados permanecem.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

3 HIPÓTESES 

 

A restrição temporal do alimento durante 16 horas provocará distúrbios em parâmetros 

nutricionais e fisio-metabólicos em ratos Wistar. 

 

Distúrbios em parâmetros nutricionais e fisio-metabólicos em ratos Wistar provocados 

pela restrição temporal do alimento durante 16 horas não são revertidos após retorno 

à alimentação ad libitum.  
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4 OBJETIVOS 

4.1 GERAL 

Avaliar os efeitos da restrição temporal do alimento durante 16 horas seguida ou não 

do restabelecimento da alimentação ad libitum sobre parâmetros nutricionais e fisio-

metabólicos em ratos Wistar. 

 

4.2 ESPECÍFICOS 

Avaliar os efeitos da restrição temporal do alimento durante 16 horas seguida ou não 

do restabelecimento da alimentação ad libitum sobre: 

• O peso corporal ao longo do período experimental; 

• A quantidade de gordura visceral; 

• O padrão circadiano da alimentação; 

• A curva circadiana da glicose e tolerância oral à glicose (TOTG); 

• O perfil glicêmico e lipêmico; 

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

• O ritmo de atividade locomotora durante todo o período experimental; 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

A pesquisa foi desenvolvida no Biotério Naíde Regueira Teodósio, no 

Laboratório de Bioquímica da Nutrição e na Unidade de Estudos em Nutrição e 

Plasticidade Fenotípica do Departamento de Nutrição (DN) do Centro de Ciências da 

Saúde (CCS)/Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os procedimentos 

experimentais descritos a seguir foram submetidos à análise e aprovação pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE) (Processo nº 0010/2019 - Anexo A) e estão de acordo com as 

resoluções e diretrizes determinadas pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle 

em Experimentação Animal). Os animais foram mantidos em condições padrão para 

biotério sob temperatura de 22 ± 1ºC, umidade relativa em torno de 60% e ciclo luz 

invertido 12/12h [fase clara (20h00min às 08h00min) e fase escura (08h00min às 

20h00min)]. A água foi oferecida ad libitum e a alimentação 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 colônia do Departamento de Nutrição (DN) da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sendo quatro filhotes procedentes de 

doze mães,  recebidos do biotério de criação aos 21 dias de vida, pesando entre 45 e 

55g. Após 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 

início do período experimental). Aos 40 dias de vida, as gaiolas foram colocadas 

dentro de caixas específicas dotadas de material e equipamento próprio para o 

monitoramento da locomoção do animal, realizado como descrito no item 5.6. Assim, 

houve uma adaptação do animal ao novo habitat antes do início do período 

experimental, que se deu aos 45 dias de vida do roedor.  

Antes de proceder com a discriminação dos grupos experimentais, ressalta-se 

que a organização temporal da RTA bem como a avaliação da ritmicidade da ingestão 

alimentar, curva glicêmica e atividade locomotora foi medida através de um ciclo 

ambiental (zeitgeber) que pode corresponder ao horário que as luzes acendem ou 

apagam durante o período de 24 horas. Para fins de compreensão do temporizador 
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externo, os Zeitgebers foram denominados segundo os fusos horários dos ciclos, 

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

Figura 3: Esquema de organização temporal da restrição temporal do alimento e da avaliação do 
padrão circadiano da ingestão alimentar, da curva da glicemia e do ritmo de atividade locomotora dos 
animais experimentais 

 

Fonte: A autora, 2022 

 

Aos 45 dias de vida deu-se início a fase experimental com restrição ou não no 

tempo de alimentação dos animais associada ou não ao restabelecimento da 

alimentação ad libitum. Dessa forma, inicialmente, os animais (n=48) foram 

distribuídos em dois grupos: C (n=24): Controle - dieta oferecida ad libitum no ciclo de 

24 horas e R (n=24): Restrição temporal do alimento - dieta retirada nas primeiras oito 

horas da fase escura do ciclo (ZT [zeitgeber time] 12, das 08:00 horas da manhã às 

16:00 horas da tarde - ZT20) e ofertada por dezesseis horas no período entre ZT20 

(16:00 h - oito horas após início da fase escura) e ZT12 (08:00 h da manhã do dia 

seguinte), durante seis semanas. Ao final da restrição alimentar (87 dias de vida), de 

forma aleatória, metade dos animais de ambos os grupos, C1/ n=12 e R/ n=12, seguiu 

para análises finais sendo eutanasiados ao término delas e a outra metade teve a 

alimentação ad libitum restabelecida (grupo restrito com restabelecimento da 

alimentação ad libitum (RR/n =12) ou seguiu com oferta ad libitum da alimentação 

(C2/n=12), ambos por seis semanas. Assim, ao final da restrição 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)/ Restrição 

Temporal do Alimento - dieta retirada nas primeiras oito horas da fase escura do ciclo 

(ZT12 à ZT20, 08:00 horas da manhã às 16:00 horas da tarde) e ofertada por 
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dezesseis horas no período entre ZT20 (16:00h - oito horas após início da fotofase 

escura) e ZT12 (08:00h da manhã do dia seguinte), por seis semanas (45 ao 87 dias 

de vida); C2 (n=12)/ Controle 2 - dieta disponível ad libitum no ciclo de 24 horas do 

desmame até, aproximadamente, 129 dias de vida; RR (n=12)/ Restrição temporal do 

alimento com restabelecimento da alimentação ad libitum - dieta retirada nas primeiras 

oito horas da fase escura do ciclo (ZT12 à ZT20, 08:00 horas da manhã às 16:00 horas 

da tarde) e ofertada por dezesseis horas no período entre ZT20 (16:00 h - oito horas 

após iniciado a fotofase escura) e ZT12 (08:00 h da manhã do dia seguinte) por seis 

semanas (45 ao 87 dias de vida do animal) seguida do restabelecimento da 

alimentação ad libitum, por seis semanas (87 aos 129 dias de vida do animal). O 

desenho esquemático experimental se encontra descrito na Figura 4. Na Figura 5 é 

demonstrado o esquema de alimentação utilizado para os grupos. 

 

5.2 PROTOCOLO DE RESTRIÇÃO TEMPORAL DO ALIMENTO E 

RESTABELECIMENTO DA ALIMENTAÇÃO AD LIBITUM 

Os animais receberam dieta padrão comercial (Presence® 26% de proteína, 

63% de carboidrato, 11% de lipídio e 3,6 calorias/g) durante todo o período 

experimental. A partir do 45º 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 período 

experimental, aproximadamente 91 e 135 dias de vida, respectivamente. Já os grupos 

restrição temporal do alimento (R) e restrição temporal do alimento com 

restabelecimento da alimentação ad libitum (RR), apesar de terem a dieta 

disponibilizada, tiveram uma restrição temporal alimentar, isto é, a dieta foi ofertada 

ao animal apenas após oito horas do início da fase escura (ZT20/ 16:00 horas), sendo 

oferecida à vontade até o horário de oito horas da manhã do dia seguinte (ZT12/ 

08:00h), durante seis semanas. Para o grupo RR, após a restrição temporal do 

alimento a alimentação ad libitum foi restabelecida por um período de seis semanas. 

A quantidade de ração ofertada aos grupos restritos foi a mesma dos grupos controle. 

A ingestão alimentar (g) foi obtida pela diferença entre a quantidade de ração oferecida 

e a rejeitada. Os valores foram expressos como consumo alimentar relativo [Consumo 

(gramas)/Peso corporal (gramas) x 100]. 
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Figura 4: Desenho experimental do estudo segundo as fases do experimento 

 

Fonte: A autora, 2022 
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Figura 5: Distribuição dos grupos segundo o padrão de alimentação a partir do fim da restrição temporal 
do alimento. Grupos: C1/n=12: Controle 1; R/n=12: Restrição temporal do alimento; C2/n=12: Controle 
2; RR/n=12: Restrição temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum 

 

Fonte: A autora, 2022 

 

5.3 AVALIAÇÃO DO PESO CORPORAL, GANHO DE PESO E COEFICIENTE DE 

EFICIÊNCIA 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 período experimental (aos 91 e 135 dias de vida), através da utilização da 

balança eletrônica digital, marca Marte XL 500, classe II, capacidade máxima 500g 

(0,001g de precisão). O ganho de peso foi obtido utilizando-se o peso corporal final e 

inicial do animal, conforme a equação: GP = PF (g) – PI (g), em que: GP = ganho de 

peso; PF = peso corporal final (g) durante o período de acompanhamento (RTA 

apenas ou RR); PI = peso corporal (g) do animal no início do experimento (PI). O 

coeficiente de eficiência alimentar (CEA) foi mensurado considerando-se o ganho de 

peso e a quantidade de alimento ingerido, segundo a equação: CEA = GP(g) / TA(g), 

em que: GP = ganho de peso; TA = quantidade total (g) de ração ingerida no período 

(NERY et al., 2011).  

 

5.4 INGESTÃO ALIMENTAR E CURVA GLICÊMICA 

Antes do início (entre o 40º e 45º dias de vida do animal) e ao final das fases 

experimentais (entre o 87º-91º dias de vida do animal, para àqueles submetidos à 

restrição temporal do alimento, e ente o 129º-135º, para àqueles submetidos a 

restrição alimentar e restabelecimento da alimentação ad libitum) foi realizada a 

quantificação da ingestão 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 

três dias e a média do registro de três dias consecutivos foi analisada. Dessa forma, 

o padrão de consumo circadiano foi obtido bem como o total de ração consumida em 

cada período pelos grupos com dieta ad libitum e/ou com restrição temporal do 

alimento seguida ou não do restabelecimento da alimentação 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 período de restrição do alimento, ao final da 

restrição alimentar e/ou ao final do restabelecimento da alimentação ad libitum. A 

ingestão circadiana da alimentação e a curva glicêmica a cada 4 horas foram utilizadas 

para observar a associação entre a ritmicidade alimentar e glicêmica (NASCIMENTO 

et al., 2013) em função do ciclo, da restrição do alimento antes e após o período de 

restrição e/ou restabelecimento da alimentação ad libitum.  

 

5.5 TESTE ORAL DE TOLERÂNCIA À GLICOSE 

O teste oral de tolerância à glicose (TOTG), conduzido na fase escura do ciclo 

circadiano, foi realizado em três momentos ao longo do período 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 período de restabelecimento da alimentação 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 manhã, 

durante a fase escura do ciclo) (ANDRIKOPOULOS et al., 2008) e, após esse período, 

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 solução de glicose a 50% na dosagem de 2 mg/g de 

peso do animal para o teste de tolerância à glicose (ANDRIKOPOULOS et al., 2008) 

e a glicemia obtida nos tempos 30, 60, 90 e 120 min. Foi calculada a área sob a curva 

de glicose (ΔG), 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 ANÁLISE DO RITMO DE ATIVIDADE LOCOMOTORA (RITMO DE ATIVIDADE-

REPOUSO) 

O ritmo de atividade-repouso dos animais foi investigado por meio da utilização 

do Sistema para Acionamento Programado e Monitoramento de Atividade (SAP) 
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desenvolvido pelo laboratório 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 fácil. O software é composto 

por portas de entrada que analisam o estado de sensores de movimento. Os dados 

analisados a partir dos sensores são apresentados na tela do computador uma vez 

por segundo, mostrando os seus estados (se o movimento foi detectado ou não). No 

SAP, o arquivo de dados é salvo automaticamente e contém informações como data, 

hora e números 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 período de claro (acionado) e o 

período de escuro (desligado), e esses estados ficam sendo gerados de forma cíclica 

até que o usuário deseje finalizar o programa. O software possibilita também a 

programação diferenciada da primeira transição, ou seja, o usuário pode informar o 

momento do dia que pretende iniciar o ciclo claro-escuro, podendo modificar os 

períodos a qualquer momento. O hardware é composto, basicamente, por uma placa 

de aquisição de dados e equipamentos eletroeletrônicos, 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 compilação dos dados fornecidos 

pelo SAP. 

 O sistema possibilitou a inserção de ciclos claro/escuro de forma simplificada e 

inerente ao mesmo, sendo os sensores programados para registar períodos de 5 

minutos durante o período de intervenção (45 a 87 dias de vida, equivalente à restrição 

alimentar, e 45 a 130 dias de vida, relativo à restrição seguida do restabelecimento da 

alimentação ad libitum). Após 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 (DÍEZ-NOGUERA, 

2013). Por meio do El temps pode-se construir actogramas, gráficos em forma de 

onda, e adquirir variáveis pertinentes ao estudo por meio do método COSINOR, de 

acordo com o exposto abaixo (ROBERTO REFINETTI, 2019): 

• Actograma: consiste em uma representação gráfica dos dados obtidos por meio 

do SAP que permite observar as fases do ritmo. Os dados são separados em dias 

e alongados em uma linha. O alinhamento vertical das informações 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 têm início 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 início das atividades ocorre cada vez mais tarde); 

• Gráficos em forma de onda: aplicação dos dados em uma onda sinusoidal; 

• COSINOR: os ritmos circadianos poderiam ser considerados ritmos suaves e bem 

definidos, porém com ruído adicional. Se ajustados a uma curva sinusoidal de 

24hs, os ritmos exibem uma sequência de ondas que alternam altos e baixos 

durante esse período. Esta curva sinusoidal permite a determinação dos 

parâmetros representados na figura abaixo (Figura 6). 

 

Figura 6: Representação gráfica de parâmetros rítmicos ajustados pelo método COSINOR. Mesor, 
valor médio ajustado; acrofase, momento do ponto de máximo valor da curva; amplitude, diferença 
entre mesor e valor máximo da curva ajustada.  

 
Fonte: Refinetti (2019) 

 

A definição de cada um dos parâmetros é exposta  

 

− Curva sinusoidal e seus parâmetros paramétricos: curva ajustada a maioria dos 

ritmos circadianos representada por: acrofase, batifase, amplitude, mesor e período 

− Mesor (mean estimed statistic over rhythm): média ajustada ao ritmo ou valor médio 

da função cosseno de todos os valores de oscilação; corresponde à média dos 

valores de acrofase e batifase. Valores maiores indicam maior atividade;  
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− Amplitude (diferença entre o maior valor e o mesor): medida da metade da extensão 

da variação previsível dentro de um ciclo ou a diferença entre a acrofase e batifase. 

Valores maiores indicam maior atividade; 

− Acrofase (fase mais alta ou o pico obtido na oscilação): medida do tempo dos 

valores gerais mais altos recorrentes em cada ciclo. Quanto maior o valor, mais 

tarde o indivíduo apresenta seu pico de atividade; 

− Batifase: momento dos menores valores da curva estimada 

− Período: diferença em horas entre as duas acrofases 

− Porcentagem rítmica (%V, grau de ajuste do ritmo à curva cosseno): quanto maior 

o valor, mais rítmico o indivíduo apresenta-se. Refere-se ao grau de ajuste do ritmo 

de atividade-repouso à curva cosseno. De acordo com a seguinte função: 𝑓(𝑡) =

M + A cos(𝜔 t + ϕ ), onde, “f(t)” seria o valor da função para o tempo “t”; “M” 

corresponde ao mesor; “A” à amplitude; “𝜔" à frequência angular (360º, caso o ciclo 

seja de 24 horas e o “t” seja calculado em horas); e “ϕ” corresponderia ao valor da 

acrofase (em graus). 

 

O método Cosinor, embora largamente empregado em Cronobiologia, é útil para 

ritmos que seguem uma função sinusoidal, o que não ocorre como ritmo de atividade-

repouso. Dessa forma, por não seguir uma função cosseno, as variáveis mesor, 

amplitude, acrofase e porcentagem rítmica poderiam ser consideradas não 

paramétricas (GONÇALVES et al., 2014). Partindo desse pressuposto, observou-se a 

necessidade de utilizar o software nparACT-package para realização de análises não 

paramétricas relativas ao ritmo de atividade-repouso. Assim, 4 variáveis não 

paramétricas foram propostas por Witting et al (1990) para medir a fragmentação do 

ritmo, que segundo o autor, são variáveis mais eficientes para detectarem mudanças 

no ritmo de atividade e repouso. (WITTING et al., 1990). Tais variáveis, abaixo 

discriminadas, estão de acordo com o estudo de (GONÇALVES et al., 2015a): 

• Nível máximo de atividade (M10): média das 10 horas contínuas com maior 

atividade. Quanto maior M10, mais intensa a atividade, isto é, os indivíduos são 

mais ativos; 

•  Nível mínimo de atividade (L5): relativo à média de atividade das cinco horas 

contínuas menos ativas. Quanto menor L5, maior a eficiência do repouso. Maiores 
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valores indicam agitação do sono, e, baixos valores indicam período de repouso 

eficiente. 

• Amplitude relativa (Relative Amplitude - RA): diferença entre M10 e L5 dividida 

pela soma de M10 e L5. Valores elevados indicam maior diferença entre os 

períodos de atividade e de repouso, com ritmo mais expressivo; 

• Variabilidade Intradiária (Intradaily variability - IV): representa a fragmentação do 

ritmo com flutuações entre momentos de atividade e repouso em 24 horas (como 

frequência e extensão de transições entre períodos de repouso e atividade). 

Razão entre a média dos quadrados da diferença entre intervalos de tempos 

consecutivos e a média dos quadrados da variância geral. Quanto mais elevado 

o valor, mais fragmentado o ritmo;  

Estabilidade Interdiária (Interdaily stability - IS): relativo à constância do ritmo 

em períodos de 24 horas. Consiste na razão entre a variância da média-padrão de 24 

horas em torno da média e da variância 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 sincronização ao zeitgeber externo ou a 

constância do ritmo em 24hs). Quanto maiores os valores, mais estável o ritmo através 

dos dias. 

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

sistema de registro da atividade é demonstrado na Figura 8. 
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Figura 7: Cabines de Registro de Atividade. A cabine apresenta três níveis (superior, intermediário e 
inferior) onde é possível 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 

 

Fonte: A autora, 2022 

Sensor 
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Figura 8: Sistema de Registro de Atividade. Imagem do software responsável pela captação 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 níveis, na parte superior das gaiolas) que emite 
um sinal para o software (a cor do canal se torna amarela). A duração da fase clara e da fase escura é 
ajustada na área 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 automática durante a instalação. O sistema cria um arquivo de extensão .txt, que pode ser 
exportado para uma planilha eletrônica ou analisado no software El temps 

 

Fonte: A autora, 2022 

 

5.7 EUTANÁSIA 

Os animais foram eutanasiados por decapitação em dois horários distintos: 

08:00h (ZT12) ou 16:00h (ZT16), início e intervalo final da fase escura, 

respectivamente. Para a eutanásia 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 condição (jejum agudo) nos marcadores bioquímicos 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, 

início da restrição do alimento para o grupo R e de continuidade alimentar para os 
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grupos C1, C2 e RR. Imediatamente após a decapitação, amostras sanguíneas foram 

coletadas para determinação do perfil bioquímico e hormonal. 

 

5.8 AVALIAÇÃO POST-MORTEM 

5.8.1 Determinação do perfil glicêmico, lipêmico e hormonal 

 

As variáveis bioquímicas [glicemia de jejum, triglicerídeos (TGL), colesterol total 

(CT), lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de alta densidade (HDL)] 

foram determinadas em amostras sanguíneas (10 mL) coletadas após decapitação 

dos animais submetidos a jejum de 12 horas (em ZT12). Já a mensuração dos 

hormônios (corticosterona, insulina, adiponectina e leptina) foi realizada nas amostras 

de sangue de animais eutanasiados em ZT12, início 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 

sanguíneas foram centrifugadas a 2500g/ 20 min para obtenção do soro e, em 

seguida, armazenadas em freezer, a -80ºC, para posterior análise.  

As variáveis bioquímicas foram determinadas na Unidade de Estudos em 

Nutrição e Plasticidade Fenotípica, do Departamento de Nutrição, da Universidade 

Federal de Pernambuco (UFPE), através do uso do espectrofotômetro de microplacas 

modelo EPOCH da BioTek e kits reagentes Labtest®. O nível plasmático de LDL-

colesterol e VLDL foi estimado através da equação de Friedewald (WILLIAM T. 

FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972), por meio do cálculo indireto, usando a 

fórmula: LDL colesterol mg/Dl = Colesterol total – HDL-colesterol – (Triglicerídeos/5). 

As dosagens hormonais foram realizadas no Laboratório de Doenças 

Metabólicas e Nutricionais (LDMN), do Departamento de Medicina Veterinária, da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) através do uso da leitora 

automática 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 Avaliação de peso úmido da gordura abdominal e do fígado 

A gordura visceral (soma da gordura retroperitoneal e epididimal) e do fígado 

foi pesada em balança digital de precisão Marte® AL200, com capacidade máxima de 
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200g e variação de 0,01g. Os valores absolutos dos pesos das gorduras 

retroperitoneal e epididimal bem como do fígado foram relativizados a partir do peso 

corporal final, obtido em momento imediatamente anterior à realização da eutanásia. 

 

5.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Os dados de atividade motora extraídos do Sistema para Acionamento 

Programado e Monitoramento da Atividade (SAP) foram descarregados no software 

El Temps e organizados em actogramas e gráficos em forma de onda para observação 

dos padrões de atividade-repouso. O método Cosinor foi utilizado para investigação 

da presença de ritmicidade através das variáveis paramétricas mesor, amplitude, 

acrofase e porcentagem rítmica (%V). Para extração das variáveis não paramétricas 

L5, M10, Amplitude Relativa, Estabilidade Interdiária e Variabilidade Intradia foi 

utilizado o software nparACT-package. A análise dos dados normalizados 

(porcentagem em relação a atividade total diária) das variáveis ritmo circadiano e 

média da atividade locomotora foi realizada por dia no intervalo de trinta dias.  

As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPad 

Prism®9, estabelecendo a significância de p<0,05. A normalidade dos dados foi 

verificada a partir do Teste de Shapiro-Wilk e a investigação das possíveis diferenças 

entre os grupos através da aplicação do Teste T-Student não pareado (ganho de peso 

corporal, peso da gordura visceral, ingestão alimentar por fases do ciclo e total em 

24h, área sob a curva da glicose, perfil glicêmico e lipêmico, concentrações hormonais 

– corticosterona, insulina, adiponectina e leptina) ou Análise de Variância (ANOVA) 

two-way (evolução do peso corporal, padrão circadiano de ingestão alimentar, 

glicemia circadiana, tolerância à glicose), seguida pelos Testes de Bonferroni ou Holm 

Sidak para determinação da significância estatística para todos os procedimentos de 

comparação múltipla. Os resultados foram apresentados em média e desvio padrão. 
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6 RESULTADOS  

6.1 EVOLUÇÃO PONDERAL  

 
 Ratos recém desmamados com peso corporal médio de 47,80 ± 3,5 g foram 

alimentados com dieta padrão ad libitum durante 3 semanas e aleatoriamente 

designados grupos Controle (C) e Restrito (R). Os grupos C e R não apresentaram 

diferença na massa corporal ao final de 3 semanas pós-desmame (C = 159,7 ± 17,5 

g; R= 159,3 ± 12,7 g, p = 0,9998) (Figura 9A). No período 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 restrição alimentar (C1 

= 306,6 ± 37,20 g; R = 278,5 ± 25,35 g, p = 0,0235). O ganho de peso corporal no 

período entre o desmame e fim do protocolo de RTA também diferiu entre os dois 

grupos (C = 258,4 ± 36,5 g; R = 231,04 ± 24,8 g, p = 0,0040) (Figura 10A). Após o 

restabelecimento da alimentação ad libitum, o peso corporal não 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 não foi diferente o ganho ponderal entre os grupos do intervalo pós-

desmame ao final do restabelecimento da alimentação 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 restrição alimentar, na restrição temporal do alimento e no 
restabelecimento da alimentação ad libitum. Resultados expressos em média e desvio padrão, 
considerando o grupo Controle (C/n=24), Restrição temporal do alimento (R/n=24), Controle 1 
(C1/n=24), Restrição temporal do alimento (R/n=24), Controle 2 (C2/n=12) e Restrição temporal do 
alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de 
Shapiro-Wilk; aplicou-se a análise de Variância (ANOVA) two-way de medidas repetidas seguido do 
pós-teste de Holm Sidak. *vs C1 (p<0,05) 
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Fonte: A autora, 2022 
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Figura 10: Ganho de peso absoluto (g) do desmame ao final da restrição temporal do alimento (A) e 
ao final do período de restabelecimento da alimentação ad libitum (B). Resultados expressos em média 
e desvio padrão, considerando o grupo Controle 1 (C1/n=24), Restrição temporal do alimento (R/n=24), 
Controle 2 (C2/n=12) e Restrição temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentação 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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Fonte: A autora, 2022 

 

 Contudo, é importante destacar que ao se realizar a estatística sobre o total de 

alimento acumulado (C1=1209,0±132,6g; R=1051±64,1g, p<0,001), o ganho de peso 

no período (C1=233,7±41,8g; R=223,4±21,0g, p=0,45) e o coeficiente de eficiência 

alimentar (relação ganho de peso/quantidade de alimento ingerido) se observou que 

o protocolo de restrição promoveu um maior coeficiente de eficiência 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 período convertem essa eficiência 

para manutenção do peso corporal. Para o grupo de animais restritos e com 

alimentação ad libitum restabelecida (RR), se encontrou também menor ingestão 

acumulada comparada ao controle (C2), (C2=2751±236,9g; RR=2368±212,2, 

p<0,001), diferença no total de ganho de peso, visto que reduziram o peso e depois 

recuperaram (C2=253,7±40,6g; RR=228,9±29,7g, p=0,025), mas sem diferença no 

coeficiente alimentar (C2=0,095±0,007; RR=0,096±0,005, p=0,685) (Figura 11B) 

reforçando a reversibilidade deste parâmetro após restabelecimento da alimentação 

ad libitum. 
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Figura 11: Coeficiente de Eficiência Alimentar do desmame ao final da restrição temporal do alimento 
(A) e ao final do período de restabelecimento da alimentação ad libitum. Resultados expressos em 
média e desvio padrão, considerando o grupo Controle 1 (C/n=12), Restrição temporal do alimento 
(R/n=24), Controle 2 (C2/n=12) e Restrição temporal do alimento seguida do restabelecimento da 
alimentação 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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Fonte: A autora, 2022 

 

6.2 GORDURA VISCERAL E PESO DO FÍGADO ÚMIDO 

 

 O protocolo de restrição 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 

alimentação ad libitum após a restrição alimentar nenhuma diferença 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 restrição temporal do alimento (A) e restrição 
temporal do alimento associada ao restabelecimento da alimentação ad libitum (B). Resultados 
expressos em média e desvio padrão, considerando o grupo Controle 1 (C1/n=12), Restrição temporal 
do alimento (R/n=12), Controle 2 (C2/n=12) e Restrição temporal do alimento seguida do 
restabelecimento da alimentação 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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Fonte: A autora, 2022 

  

A massa relativa do fígado úmido (grama por 100g de massa corporal) foi obtido 

e observou-se redução do tecido hepático no grupo R durante o período da restrição 

alimentar (C1=3,49±0,37; R=3,01±0,14g%, p<0,001), mas uma total recuperação 

dessa massa após o retorno à alimentação ad libitum (C2=2,84±0,66, 

RR=2,67±0,81g%, p=0,566). 

 

6.3 PADRÃO CIRCADIANO DE ALIMENTAÇÃO 

 

 Na Figura 13A observa-se que a ingestão alimentar diária ad libitum (g/100g de 

peso corporal-g%) durante três dias consecutivos segue um padrão circadiano 

regular, o qual é caracterizado por uma menor ingestão na fase de claro seguida por 

um pico de ingestão nas primeiras quatro horas da fase escura (ZT12) e nas últimas 

4 hs antes de acender a luz. Nos animais com restrição temporal do alimento (Figura 

13B), o pico de ingestão ocorreu nas quatro horas finais da fase escura (ZT20), o qual 

demonstrou uma hiperfagia temporária (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 ração, ZT12 e ZT16, a ingestão média relativa (% peso corporal) de R 

foi diferente de C1, o que era esperado já que os animais do grupo restrito estavam 
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sem comida. Com o restabelecimento da alimentação ad libitum, as diferenças não 

foram mais observadas, voltando o animal restrito à sua ingestão habitual (Figura 

13C). 

A ingestão relativa de alimento (g%) total e por fase do ciclo circadiano está 

representada na Figura 14. Nesta se observa que antes da restrição temporal do 

alimento os grupos não 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 diferenças entre os grupos (C = 14,33 ± 2,07 

%g; R = 14,04 ± 1,23 %g, p = 0,5620) (Figura 14C). 

Porém, no período de RTA houve redução 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 previsível devido à 

ausência de alimento. Na fase clara (Figura 14E) o grupo R ingeriu cerca de 20% a 

mais que C1, mas sem significância entre os grupos (C1 = 3,45 ± 0,87 %g; R = 4,14 

± 0,85 %g, p = 0,0637) uma vez que não compensou o total reduzido na fase escura. 

A ausência de compensação levou a uma redução 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 alimentação ad libitum no grupo 

submetido a RTA nenhuma diferença 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 14I). 
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Figura 13: Ritmo circadiano da alimentação (g/100g) antes da restrição alimentar (A), na restrição 
temporal do alimento (B) e no período de restabelecimento da alimentação ad libitum (C).  Resultados 
expressos em média e desvio padrão, considerando o grupo Controle (C/n=24), Restrição temporal do 
alimento (R/n=24), Controle 1 (C1/n=12), Restrição temporal do alimento (R/n=12), Controle 2 
(C2/n=12) e Restrição temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum 
(RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; realizou-se a Análise de Variância (ANOVA) two-
way de medidas repetidas seguido do pós-teste de Bonferroni. *vs C1 (p<0,05) 

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

0

2

4

6

zeitgeber

In
g

e
s
tã

o
 a

li
m

e
n

ta
r

re
la

ti
v
a

 (
g

/1
0

0
g

)

C

R

Dia 01 Dia 02 Dia 03

A

 

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

0

2

4

6

In
g

e
s
tã

o
 a

li
m

e
n

ta
r

re
la

ti
v
a

 (
g

/1
0

0
g

)

C1

R

* *

*

* *

*

* *

*

Dia 01 Dia 02 Dia 03

zeitgeber

B

ZT0 ZT4 ZT8 ZT12 ZT16 ZT20 ZT0 ZT4 ZT8 ZT12 ZT16 ZT20 ZT0 ZT4 ZT8 ZT12 ZT16 ZT20
0

2

4

6

 I
n

g
e
s
tã

o
 a

li
m

e
n

ta
r

re
la

ti
v
a

 (
g

/1
0

0
g

)

C2

RR

Dia 01 Dia 02 Dia 03

zeitgeber

 

C

 
Fonte: A autora, 2022 
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Figura 14: Ingestão alimentar média (g/100g) de ração por fases (escura e clara) e ao longo do ciclo 
de 24 horas antes da restrição alimentar (A, B, C), na restrição temporal do alimento (D, E, F) e no 
restabelecimento da alimentação ad libitum (G, H, I). Resultados expressos em média e desvio padrão, 
considerando o grupo Controle (C/n=24), Restrição temporal do alimento (R/n=24), Controle 1 
(C1/n=12); Restrição temporal do alimento (R/n=12); Controle 2 (C2/n=12) e Restrição temporal do 
alimento seguida do restabelecimento da alimentação 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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Fonte: A autora, 2022 

 

6.4 GLICEMIA CIRCADIANA 

 

 As curvas glicêmicas de cada grupo em um ciclo de 24h nas diferentes etapas 

do estudo estão mostradas na Figura 15. Durante o período de alimentação ad libitum 

(Figura 15A) o padrão circadiano glicêmico não 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 restrição alimentar (Figura 15B) observou-se 

alteração do perfil glicêmico circadiano de R em comparação ao C1. O grupo R 

demonstrou uma maior glicemia em relação ao C1 nos dois primeiros intervalos da 

fase clara (ZT0 e ZT4) enquanto para o último 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). Após o restabelecimento da alimentação ad libitum para os animais que 

foram submetidos a restrição temporal do alimento, nenhuma significância foi 

observada na curva glicêmica em comparação ao C2, sendo o padrão glicêmico 

constante ao longo de 24 hs para ambos (Figura 15C). 
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Figura 15: Curva glicêmica circadiana realizada antes da restrição alimentar (A), na restrição temporal 
do alimento (B) e no restabelecimento da alimentação ad libitum (C). Resultados expressos em média 
e desvio padrão, considerando o grupo Controle (C/n=24), Restrição temporal do alimento (R/n=24), 
Controle 1 (C1/n=12), Restrição temporal do alimento (R/n=12), Controle 2 (C2/n=12) e Restrição 
temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum (RR/n=12). Teste de 
Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-se a Análise de Variância (ANOVA) two-way seguido pelo pós-
teste de Holm Sidak. *vs C1 (p<0,05) 
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6.5 TESTE DE TOLERÂNCIA ORAL À GLICOSE 

 

 Na Figura 16 estão representados a tolerância à glicose e a área sob a curva 

da glicose. A tolerância à glicose antes da restrição alimentar não foi significante entre 

os grupos (Figura 16A). Durante a intervenção (Figura 16C), o grupo R diferiu do grupo 

C1 aos 60 min, refletindo também na significância na área sob a curva (Figura 16D). 

Para o período de restabelecimento da alimentação ad libitum (Figura 16E), nenhuma 

diferença foi observada intergrupos. 
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Figura 16: Tolerância à glicose (A, C, E) e área sob a curva de glicose (B, D, F) antes da restrição 
alimentar (A e B), na restrição temporal do alimento (C e D) e no restabelecimento da alimentação ad 
libitum (E e F). Resultados expressos em média e desvio padrão, considerando o grupo Controle 
(C/n=24), Restrição temporal do alimento (R/n=24), Controle 1 (C1/n=12), Restrição temporal do 
alimento (R/n=12), Controle 2 (C2/n=12) e Restrição temporal do alimento seguida do restabelecimento 
da alimentação ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-se a Análise de 
Variância (ANOVA) two-way seguido pelo pós-teste de Holm Sidak para TOTG e Teste t – Student para 
área sob a curva. (C e D) *vs C1 (p<0,05) 
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6.6 PERFIL HORMONAL 

 

 No início (Zt12) e ao final da fase escura (Zt20) foi realizada a dosagem 

hormonal dos grupos Controles e Restritos (Figura 17). A restrição alimentar não 

alterou as concentrações 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 µIU/ mL; R = 0,41 ± 0,03 

µIU/ 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 início 

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 não interferiu nos níveis 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 níveis de insulina quando comparados ao grupo C1 (R = 0,38 ± 0,05 µIU/ mL; C1 

= 0,45 ± 0,05 µIU/ mL, p = 0,0252) (Figura 17B), e aumentou os níveis 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 restrição temporal 
do alimento. Resultados expressos em média e desvio padrão, considerando o grupo Controle 1 
(C1/n=12) e Restrição temporal do alimento (R/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-
se o Teste t – Student. *vs C1 (p < 0,05) 

         

            

Fonte: A autora, 2022 

 

 A concentração hormonal também foi avaliada intragrupo segundo os 

zeitgebers 12 e 20, início e fim da fase escura, respectivamente, nos grupos Controle 
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0,17 0,02 ± µIU/mL; R/ZT20 = 0,17 ± 0,03 µIU/mL, p = 0,7270) (Figura 18C) e leptina 

(C1/ZT12 = 3,17 ± 0,57 pg/mL; C1/ZT20 = 2,98 ± 0,56 pg/mL, p = 0,5937; R/ZT12 = 

4,43 ± 1,71 µIU/mL; R/ZT20 = 4,44 ± 0,54 µIU/mL, p = 0,9929) (Figura 18D). 

Figura 18: Análise hormonal por zeitgeber (12 e 20) intragrupos em função da restrição temporal do 
alimento. Resultados expressos em média e desvio padrão, considerando o grupo Controle 1 (C1/n=12) 
e Restrição temporal do alimento (R/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-se o Teste 
t – Student.  
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Fonte: A autora, 2022 

 

Após o restabelecimento da alimentação ad libitum no grupo submetido a 

restrição alimentar, a dosagem hormonal no ZT12 (Figura 19) permaneceu sem 

alterações nos níveis 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 µIU/mL; RR = 0,34 ± 0,03 

µIU/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 diferenças mostradas no ZT20 nos 

níveis de insulina e leptina desapareceram de modo que nenhuma significância foi 

encontrada nas diversas dosagens hormonais, como os níveis 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 µUI/mL; RR = 0,32 ± 0,05 µUI/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 função 

do restabelecimento da alimentação ad libitum nos animais restritos. 

Figura 19: Perfil hormonal no soro de ratos adultos nos ZT12 e ZT20 submetidos a restrição temporal 
do alimento associada ao restabelecimento da alimentação ad libitum. Resultados expressos em média 
e desvio padrão, considerando o grupo Controle 2 (C2/n=12) e Restrição temporal do alimento seguida 
do restabelecimento da alimentação ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; 
utilizou-se o Teste t – Student. 

        

           
Fonte: A autora, 2022 
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A análise intragrupo segundo os zeitgebers 12 e 20 também foi realizada nos 

grupos Controle 2 e Restrição temporal do alimento seguida do restabelecimento da 

alimentação ad libitum. Na Figura 20 nenhuma significância foi observada nos níveis 

dos hormônios avaliados; corticosterona (C2/ZT12 = 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/ZT12 = 0,38 ± 0,07 µIU/mL; C2/ZT20 = 

0,38 ± 0,06 µIU/mL, p = 0,9325; RR/ZT12 = 0,34 ± 0,03 µIU/mL; RR/ZT20 = 0,32 ± 

0,05 µIU/mL, p = 0,4700) (Figura 20B); adiponectina (C2/ZT12 = 0,18 ± 0,02 pg/mL; 

C2/ZT20 = 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: Análise hormonal por zeitgeber (12 e 20) intragrupos em função da restrição temporal do 
alimento associada ou não ao restabelecimento da alimentação ad libitum. Resultados expressos em 
média e desvio padrão, considerando o grupo Controle 2 (C2/n=12) e Restrição temporal do alimento 
seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-
Wilk; utilizou-se o Teste t – Student. 

         

       
Fonte: A autora, 2022 
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6.7 PERFIL BIOQUÍMICO 

 

O perfil glicêmico e lipêmico dos animais submetidos à restrição temporal do 

alimento é mostrado na Tabela 1. Para todos os parâmetros avaliados, não foi 

observada diferença entre os grupos C1 e R. De modo semelhante, as variáveis 

bioquímicas de glicemia e lipemia dos animais submetidos a restrição temporal do 

alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum (Tabela 1) não foram 

significantes. 

Tabela 1: Perfil glicêmico e lipêmico no soro de ratos adultos submetidos ou não à restrição temporal 
do alimento seguida ou não do restabelecimento da alimentação ad libitum. Resultados expressos em 
média e desvio padrão, considerando o grupo Controle 1 (C1/n=5); Restrição temporal do alimento 
(R/n=6); Controle 2 (C2/n=6) e Restrição temporal do alimento seguida do restabelecimento da 
alimentação ad libitum (RR/n=6). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; utilizou-se o Teste t – Student. 

Variáveis (mg/dL)  

Grupos 

P C1 (n=5)/ 

Média + DP 

R (n=6)/ 

Média + DP 

Glicemia  181,7 (±31,9) 158,2 (±16,9) 0,1413 

Triglicerídeos  153,6 (±6,6) 162,6 (±13,0) 0,1955 

Colesterol  102,8 (±14,4) 114,8 (±24,3) 0,3241 

HDLc  41,12 (±10,1) 40,37 (±13,1) 0,9137 

LDLc  35,70 (±18,3) 47,65 (±23,9) 0,3534 

VLDLc  30,65 (±1,2) 32,53 (±2,6) 0,1361 

RAZÃO TG/HDLc 3,97 (±0,9) 4,47 (±1,3) 0,4517 

Variáveis (mg/dL)  

Grupos 

P C2 (n=6)/ 

Média + DP 

RR (n=6)/ 

Média + DP 

Glicemia  160,8 (± 16,9) 148,7 (± 3,4) 0,2526 

Triglicerídeos  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 (± 1,4) 34,87 (± 5,8) 0,3121 

RAZÃO 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, análises cosinor e não 

paramétricas 

 

O padrão de atividade locomotora dos animais ao longo de 24 horas é 

demonstrado através de actogramas representativos na Figura 21. Os demais 

actogramas, que são referentes a todos os animais dos grupos C1, R, C2 e RR estão 

em Apêndices A, B, C e D, respectivamente. Na Figura 21, os actogramas C1 e R são 

relativos aos grupos Controle 1 e Restrição temporal do alimento, respectivamente, 

que tiveram o registro de atividade durante 42 dias (duração do protocolo de restrição 

alimentar). Já os actogramas C2 e RR dizem respeito aos grupos Controle 2 e 

Restrição temporal do alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad 

libitum cuja atividade locomotora foi registrada ao longo de 75 dias (45 dias de 

restrição alimentar mais 30 dias do restabelecimento da alimentação ad libitum). 

Todos os grupos concentraram a atividade na fase escura do ciclo de 24 horas, 

mas diferenças foram observadas em função da restrição temporal do alimento. 

Durante a restrição alimentar, a atividade locomotora dos grupos R e RR se 

apresentou menor nas horas iniciais da fase escura. Este padrão é evidenciado pelo 

surgimento de uma faixa branca observada no centro dos registros dos actogramas 

nessa fase, que se estendeu do início ao fim do período de intervenção. Com o 

restabelecimento da alimentação ad libitum, o grupo que passou pelo período de RTA 

restaurou seu padrão de atividade locomotora assemelhando-se ao C2, com nítida 

ausência da faixa branca na fase escura. Os espaços 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), são relativos aos momentos em que 

não houve aquisição de dados devido a paralização 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 gráficos em 

forma de ondas (Figura 22) também demonstrou diferenças entre os grupos C1 e R. 

Para o grupo controle, os animais apresentaram um ritmo locomotor relativamente 

constante ao longo da fase escura (início aos 480 min/ ZT12 e finalização aos 1200 

min/ZT0), com momentos de maior ou menor atividade, mas nunca próximos do zero. 

Nos animais do grupo restrito durante a mesma fase, evidencia-se um brusco 

decaimento na atividade que se estendeu do início 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, próxima 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 próximo do fim (1120 min para RR) ou até o fim da fase escura (1200 

min/ 20:00h/ ZT0 para R) quando decai novamente.  

Figura 21: Actogramas representativos. Os gráficos evidenciam o ritmo da atividade motora. Os blocos 

em duas cores situados na parte superior referem-se à fase clara (blocos brancos) e escura (blocos 
pretos). A atividade em 24 h é representada em uma linha, e os dias são organizados de forma 
sequencial de cima para baixo. O valor de atividade para cada registro, coletado em intervalo de 5 min 
em um período de 24 horas, é representado pelas deflexões verticais. Grupos: C1/n=12: Controle 1; 
R/n=12: Restrição temporal do alimento; C2/n=12: Controle 2; RR/n=12: Restrição temporal do alimento 
seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum 

 

 

Fonte: A autora, 2022 
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Figura 22: Perfil do ritmo de atividade locomotora em 24h. Os gráficos apresentam os dados brutos de atividade. Os dados de atividade são expressos em 
intervalos de 5 minutos como média e desvio padrão. Os intervalos menores, situados entre os valores maiores observados nos gráficos, são equivalentes a 
40 min. Grupos: Controle 1 (C1/n=12); Restrição temporal do alimento (R/n=12); Controle 2 (C2/n=12); Restrição temporal do alimento associada ao 
restabelecimento da alimentação ad libitum (RR/n=12). 

 
Fonte: A autora, 2022 
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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 extraído a partir de médias dos valores brutos dos 

actogramas (Figura 23). Para os grupos controle (Figura 23A, 23B, 23C e 23D), o 

padrão locomotor apresentou-se regular e constante ao longo dos dias, sem 

diferenças 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 restrição alimentar, o perfil circadiano de atividade do grupo R diferiu 

do C1 ao longo das semanas de restrição (Figura 23A) e na média do período (Figura 

32B). Na fase clara, a atividade de R apresentou-se semelhante à de C1 nos dois 

primeiros intervalos (ZT0 e ZT4), mas aumentou no último momento (ZT8) dessa fase. 

Na fase escura, R reduziu a atividade no primeiro intervalo (Z12) e aumentou no último 

(ZT20), sendo esse o momento do seu pico de locomoção, e não apresentou nenhuma 

alteração no ZT16. Embora irregular ao longo das semanas (Figura 23A), a média da 

atividade (Figura 23B) demonstrou para os animais restritos um perfil de locomoção 

marcado por alterações no último intervalo da fase clara (ZT8) e no primeiro (ZT12) e 

último intervalo (ZT20) da fase escura, como relatado.  

Após o restabelecimento da alimentação ad libitum (Figuras 23C e 23D), o 

padrão locomotor de RR apresentou-se semelhante ao de C2, regular e contínuo ao 

longo dos dias e sem as diferenças observadas durante o período de restrição e com 

completa restauração do pico de locomoção de RR durante as primeiras quatro horas 

(ZT12) da fase escura do ciclo (Figuras 23C e 23D). 

A partir da análise 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 oscilação rítmica (amplitude), além 

de atraso no horário de pico de atividade (acrofase) (Figura 24). Após o 

restabelecimento da alimentação ad libitum (Figura 25; Tabela 2) ainda se observou 

permanência de menor atividade ao longo de 24 horas (amplitude), pico de atividade 

atrasado (acrofase) e menor percentual rítmico (%V). 

Na análise pelo método não paramétrico nenhuma alteração foi observada para 

os parâmetros L5, M10, IV e AR, porém, maior estabilidade interdiária (IS) foi vista 

para os animais R em comparação ao C1 (Tabela 2). Curiosamente, ao retornar para 

a alimentação ad libitum a estabilidade interdiária de RR apresentou-se reduzida em 

comparação ao C2 enquanto as demais variáveis continuaram inalteradas.
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Figura 23: Ritmo circadiano e média da atividade locomotora em função da restrição temporal do alimento (A e B) e do restabelecimento da alimentação ad 
libitum (C e D). Resultados expressos em média e desvio padrão, considerando o grupo Controle 1 (C/n=12), Restrição temporal do alimento (R/n=12), Controle 
2 (C2/n=12) e Restrição temporal do alimento associada ao restabelecimento da alimentação ad libitum (RR/n=12). Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; 
utilizou-se a Análise de Variância (ANOVA) two-way seguido pelo pós-teste de Bonferroni. *vs C1 (p<0,05). 
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Figura 24: Perfil de atividade locomotora de animais controles e submetidos a restrição temporal do 
alimento analisados pelo método Cosinor e seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. Grupos: 
Controle 1 (C1/n=12); Restrição 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 restrição temporal do 
alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum analisados pelo método Cosinor e 
seus parâmetros: mesor, amplitude e acrofase. Grupos: Controle 2 (C2/n=12); Restrição temporal do 
alimento seguida do restabelecimento da alimentação ad libitum (RR/n=12) 

 

         

    
 

Fonte: A autora, 2022 
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Tabela 2: Variáveis paramétricas e não paramétricas do ritmo de atividade locomotora de ratos 
submetidos ou não a restrição temporal do alimento seguida ou não do restabelecimento da 
alimentação ad libitum. Resultados expressos em média e desvio padrão, considerando o grupo 
Controle 1 (C1/n=5); Restrição temporal do alimento (R/n=6); Controle 2 (C2/n=6) e Restrição temporal 
do alimento seguida do restabelecimento da alimentação 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) 

Variáveis  
Grupos 

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 (±2,05) 0,0003*** 

Acrofase (min) 776,40 (±42,96) 825,60 (± 19,93) 0,0041** 

%V 7,90 (±1,90) 4,08 (± 1,14) <0,0001**** 

Não 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 interdiária (IS) (UA) 0,27 (± 0,05) 0,51 (± 0,04) <0,0001**** 

Variabilidade Intradiária (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 

Variáveis  
Grupos 

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## 

Não 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 interdiária (IS) (UA) 0,39 (± 0,05) 0,30 (± 0,04) 0,0015## 

Variabilidade Intradiária (IV) (UA) 0,85 (± 0,11) 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 DISCUSSÃO  

 O estudo teve como foco identificar alterações fisiológicas, comportamentais e 

metabólicas de ratos submetidos a um protocolo de RTA de ampla janela alimentar 

concentrando 75% do horário de alimentação na fase inativa do animal ou fase clara 

do ciclo e testou a hipótese que após retorno à alimentação ad libitum as alterações 

encontradas em função do protocolo de restrição se perpetuariam. Dentre as 

mudanças fenotípicas causadas pela RTA pode-se citar a redução do peso corporal, 

e aumento na quantidade de gordura visceral. Os animais restritos apresentaram 

significativo pico de hiperfagia temporária nas primeiras horas de disponibilidade de 

ração e insignificante aumento da ingestão na fase clara do ciclo culminando com 

redução global da ingestão de alimento ao longo de 24h. Este achado é intrigante visto 

que a redução da ingestão alimentar/energética apesar de reduzir o peso corporal 

causou aumento na quantidade de gordura na região visceral.  

Os testes de homeostasia da glicose mostraram diferenças no padrão entre os 

grupos durante a intervenção refletindo que o controle glicêmico possui regulação 

tanto do componente circadiano quanto da disponibilidade de alimento. Em adição, a 

disponibilidade de alimento também se mostra relevante para o controle da secreção 

de hormônios relacionados com a homeostase energética a exemplo dos valores 

elevados de leptina e reduzidos de insulina encontrados no animal submetido à 

restrição. O protocolo de RTA também se mostrou influente no ritmo da atividade 

locomotora. Após o restabelecimento da alimentação ad libitum a maioria dos 

parâmetros alterados pela RTA foram restaurados, exceto àqueles relacionados à 

atividade locomotora.  

A redução ponderal dos animais restritos corrobora os achados de estudos que 

também fizeram uso da privação alimentar nas horas iniciais do período ativo de ratos 

Wistar (ALVES et al., 2021; COSTA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021). De forma 

similar, protocolos cuja ração foi oferecida apenas durante a fase clara, ou período de 

inatividade do animal, promoveram redução 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 alimentação foi concentrada na fase escura/ativa do roedor, 

promovendo sincronia entre a variável ambiental (alimentação) e os ritmos 

circadianos, nenhuma alteração foi observada no peso corporal de animais 

submetidos à restrição alimentar em relação ao grupo controle (DE GOEDE et al., 

2020). Tais evidências demonstram que o horário de realização das refeições 
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repercute de formas diferentes sobre o peso corporal, sendo os impactos da ingestão 

durante horários não convencionais mais incisivas. Soma-se as observações 

fenotípicas, a redução alimentar/energética de 12% ocorrida na fase escura para o 

grupo R, não compensada na fase clara. Certamente este fato contribuiu para o menor 

peso corporal detectado nos animais restritos. Estudo prévio também associou a 

redução ponderal de animais submetidos a protocolos de restrição temporal do 

alimento à diminuição da ingestão calórica (DE ARAUJO et al., 2016). 

Supõe-se que a recuperação do peso perdido durante a restrição e 

restabelecido a seguir a alimentação ad libitum, foi facilitado porque o percentual de 

redução não foi intenso. No entanto, o resultado da recuperação de peso após a 

restrição temporal do alimento, difere do relatado por DE GOEDE et al., (2020) que 

reportaram persistência de menor peso corpóreo em animais com alimentação restrita 

ao claro. Porém, neste mesmo estudo, o mesmo padrão não procedeu com animais 

com alimentação restrita a fase escura comparados ao controle na primeira semana 

de retorno à dieta ad libitum pós restrição. É importante relatar que a literatura 

demonstra que alterações mais contundentes de manutenção 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 período de RTA de 16hs/dia. 

Os ritmos circadianos juntamente com sinais humorais, neurais e hormonais 

determinam os intervalos diários de fome e alimentação (MENDOZA, 2019a), que 

repercutem na expressão cíclica de genes relacionados ao metabolismo energético 

(CHAIX et al., 2014). Essa influência sobre o metabolismo pode repercutir 

negativamente em outros parâmetros, a exemplo da maior quantidade de gordura 

visceral encontrada nos animais submetidos a restrição 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 fêmeas (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 metabólica de adipócitos após 

protocolo de jejum intermitente varia de acordo com a distribuição anatômica, ou seja, 

se o tecido adiposo é de localização visceral ou subcutânea. Com uso de ferramentas 

de proteômica Harney et al., (2021) demonstraram redução de enzimas envolvidas 
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com a via lipolítica e aumento das vias lipogênicas, a exemplo de enzimas como ácido 

graxo sintase, no tecido adiposo visceral. Segundo os autores os depósitos de tecido 

adiposo se adaptam a um regime de restrição para preservar os estoques lipídicos 

principalmente o visceral. Além disso, esse estudo também demonstrou que a 

proteína termogênica UCP1 (proteína desacopladora envolvida com a termogênese) 

aumentou no tecido adiposo subcutâneo em função do protocolo de jejum 

intermitente, o que contribui para fundamentar a redução de peso corporal e a 

manutenção de gordura visceral nos restritos. 

A elevada quantidade de gordura na região abdominal dos animais restritos 

também nos instiga a refletir que a retirada de alimento no período ativo leva a um 

estresse no organismo culminando com o aumento de corticoides circulantes. 

Contudo, apesar dos corticoides serem hormônios associados a maior depósito de 

gordura visceral (PAREDES; RIBEIRO, 2014) seus níveis não foram consistentes em nossos 

achados de modo que outras vias subjacentes podem ter sido responsáveis pelo acúmulo de 

gordura nessa região nos animais do grupo R. Outra possível explicação para o aumento 

de gordura visceral nos animais restritos é a responsividade de tecidos periféricos à 

disponibilidade de alimento e alterações no metabolismo energético.  

A alimentação restrita à fase de descanso promove alterações no padrão da 

síntese de gordura, sendo a maior parte da produção para esse período (YOSHIDA 

et al., 2012). Diferentes estudos têm demonstrado os efeitos da privação alimentar na 

fase ativa de roedores sobre o 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 associação com a modulação de genes circadianos 

periféricos e do metabolismo lipídico pela restrição alimentar (SHIMIZU et al., 2018; 

YOSHIDA et al., 2012). Em camundongos, a privação do alimento nas primeiras 6 

horas do período ativo alterou o pico de expressão de genes circadianos envolvidos 

com a lipogênese (Srebp-1c, Gpat-1, Fas e Acc) no tecido adiposo epididimal 

transferindo o pico de expressão do final do período noturno para o início do período 

diurno elevando os depósitos de gordura nessa região (YOSHIDA et al., 2012). Além 

disso, promoveu alterações nos genes circadianos Bmal1, Cry1 e Clock aumentando 

sua expressão na fase clara e reduzindo na escura (YOSHIDA et al., 2012). O conjunto 

desses mecanismos provavelmente está subjacente ao aumento do depósito de 

gordura visceral encontrado no presente estudo. 
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Genes circadianos estão relacionados com a cíclica expressão hormonal. A 

variabilidade circadiana da leptina já foi evidenciada, porém, sua expressão circadiana 

e de seu receptor no tecido adiposo ainda não está bem definida. Estudo em cultura 

de células do tecido adiposo de humanos mostrou que este hormônio possui sua 

acrofase (expressão máxima) durante o período noturno e este período pode diferir 

conforme seja na gordura visceral ou na subcutânea (ABELLÁN et al., 2011). Neste 

estudo foi encontrado que animais do grupo R quando em restrição na fase escura 

apresentaram ao final desse período um aumento na concentração de leptina 

plasmática. A leptina, um potente anorexígeno estimulador do gasto energético e da 

termogênese (FLIER, 2019), participa da regulação do balanço energético e, por 

conseguinte, do peso corporal (ZHANG et al., 1994). Esse hormônio também possui 

maior expressão no tecido adiposo subcutâneo comparado ao visceral e seu pico de 

expressão no visceral é antecipado em comparação ao subcutâneo (ABELLÁN et al., 

2011).  

 Partindo da premissa que não mensuramos compartimentos anatômicos de 

tecido adiposo e nem a expressão de leptina em adipócitos, mas sim, os níveis 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 número de 

adipócitos quanto na indução de RNAm). Esta premissa pode levar à especulação de 

que a redução de peso corporal nesse grupo pode não ter ocorrido em função da 

perda de gordura subcutânea, 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 restrição temporal 

de alimentação reduzem massa hepática, sugerindo maior mobilização deste tecido 

para provimento de energia e/ou metabólitos (HOLDERBAUM et al., 2018; LEWIS et 

al., 2006). No entanto, os níveis de leptina não são regulados apenas em função da 

massa adiposa, mas sim de outros fatores envolvidos, a exemplo do jejum, estresse, 

sono, entre outros.  

Não foi avaliado exatamente o período de sono dos animais, mas, a partir do 

contínuo registro locomotor observa-se pelos resultados da variabilidade interdiária 

que não parece ter ocorrido fragmentação do sono a partir do protocolo adotado. 

Conforme observado no actograma, gráficos em forma de ondas e análises COSINOR 
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durante o período de restrição, houve redução da atividade locomotora dos animais 

do grupo R. Segundo Zhao et al (2013), um menor tempo gasto em movimentação do 

animal pode aumentar as concentrações de leptina. Estudo anterior aponta que maior 

repouso ou sono tem sido associado ao aumento da concentração de leptina 

(SPIEGEL et al., 2004), fato este que pode ter ocorrido ao grupo R em função da 

evidente redução da atividade no período escuro. A relação entre leptina e sono ainda 

necessita de maiores esclarecimentos, mas foi recentemente publicado que 

administração de leptina exógena na região dos núcleos pré-ópticos ventrolaterais, 

principal área de promoção de sono, promoveu a expressão de sono REM e NREM 

(RAMÍREZ-PLASCENCIA et al., 2022).  

De forma oposta, o grupo R apresenta níveis 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 regiões cerebrais a exemplo do bulbo olfatório, 

hipocampo, cerebelo, estriato, mesencéfalo (KLEINRIDDERS et al., 2014). 

Juntas as evidências fortalecem a premissa de que a restrição alimentar é 

positiva para a perda ponderal, mas prejudicial para o acúmulo de gordura visceral. 

Com o restabelecimento do padrão ad libitum, a recuperação da sincronia entre a 

variável ambiental (horário de alimentação) e sistema circadiano possivelmente 

contribui para a homeostase do metabolismo energético e lipídico. Este fato pode 

explicar em parte o semelhante peso corporal e quantidade de gordura visceral entre 

os animais do grupo RR e C2.  

Como documentado na literatura, os horários de alimentação são potentes 

reguladores do metabolismo energético e de genes periféricos circadianos 

relacionados ao metabolismo. O padrão e ritmo endógeno de ingestão alimentar de 

roedores já foi demonstrado em estudos prévios, cujo pico de ingestão corre nas 

primeiras horas da fase escura do ciclo (NASCIMENTO et al., 2013; OROZCO-SÓLIS 

et al., 2009) e foi corroborado neste estudo. Devido à privação de ração nas horas 

iniciais do escuro, o padrão de alimentação nos animais em restrição altera o pico da 

ingestão e mostra uma hiperfagia temporária nas últimas horas do período 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 ingestão total 

em 20% e o ganho de peso em quase 50%. No presente estudo, apesar da hiperfagia 

temporária observada no grupo R, esta não foi suficiente para compensar o déficit 
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energético detectado durante o período de privação de alimento ao longo do período 

de disponibilidade de ração. 

Alguns protocolos de RTA repercutem na redução de peso corporal, mas sem 

interferência na quantidade de tecido adiposo visceral sugerindo um estado de 

reduzida conversão energética (CHAUSSE et al., 2014). No caso do protocolo do 

presente estudo, se observa que os animais do grupo R aumentaram sua eficiência 

metabólica repercutindo em melhor conversão energética, segundo os resultados do 

coeficiente de eficiência alimentar, ou seja, apesar da redução da ingestão alimentar 

(menos 14%), o ganho de peso no período ficou apenas 5% menor que o controle. 

Porém, essa eficiência não permaneceu após a restauração da alimentação ad 

libitum. 

 Períodos de jejum podem alterar a expressão e/ou razão entre peptídeos 

orexígenos/anorexígenos. Alterações no horário de alimentação podem afetar 

hormônios relacionados à saciedade (ARBLE et al., 2009; ASAO et al., 2016). A seguir 

a um período de 24hs de jejum ou mesmo quando a alimentação está disponível, a 

expressão de peptídeos orexígenos hipotalâmicos mostraram-se elevados em ratos a 

exemplo de Agrp, orexinas, NPY quando submetidos a protocolo de jejum 

intermitente, mas não necessariamente mostrou-se associado ao aumento de grelina 

(CHAUSSE et al., 2014) o que demonstra a complexidade do controle alimentar.  

O controle da ingestão alimentar é um mecanismo complexo que envolve uma 

interação neuro-endócrina e de metabólitos a partir da liberação de compostos 

centrais e periféricos. A ausência de compensação da ingestão no período com 

alimento disponível ad libitum pode ter algumas explicações. O aumento da leptina 

encontrado no grupo R pode também ter contribuído para a redução da ingestão de 

alimento na fase clara do ciclo visto que este hormônio tradicionalmente é conhecido 

como supressor do apetite (FLIER, 2019). Outrossim, foi demonstrado que os níveis 

plasmáticos de leptina aumentam em resposta à alimentação pós-jejum, sendo a 

liberação observada principalmente pela mucosa gástrica (PICÓ et al., 2002). Além 

disso, a ação da leptina pode ter sido fortalecida pela restrição temporal do alimento 

já que diante da utilização desse protocolo há aumento da sensibilidade à leptina no 

núcleo arqueado que resulta em diminuição da ingestão alimentar (TACAD et al., 

2022). 

Durante a restrição, o padrão cíclico da alimentação medido a cada 4 horas foi 

alterado em função da falta de alimento, mas, logo após o retorno ao padrão 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 ração 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 diferença por fases persistiu entre os grupos restrito 

e controle após a volta ao padrão ad libitum. Esta ausência de alterada permanência 

do padrão de ingestão pode ser consequente ao tipo de protocolo utilizado visto que 

o período restrito à alimentação corresponde a uma ampla janela alimentar com 

horários tanto de fase escura quanto clara.  

O acompanhamento da curva glicêmica circadiana mostra que esta é 

responsiva ao horário de disponibilidade do alimento. Neste sentido, o aumento das 

concentrações glicêmicas em Zt0 e 4 nos animais restritos pode estar relacionado ao 

momento de disponibilidade do alimento e tolerância dos tecidos à glicose. Em Zt0, 

as concentrações glicêmicas para o grupo R deveriam ser baixas, porém, a oferta de 

ração para esse grupo aconteceu no momento em que a tolerância à glicose, e 

consequentemente sua captação pelos tecidos, é menor (Zt20), ou seja, ao final da 

fase escura. Este fato pode ter influenciado o rápido retorno das concentrações 

glicêmicas aos valores basais, ou ainda, pelo aumento de hormônios contra 

regulatórios da insulina (a qual mostrou-se reduzida na restrição), sobretudo o 

glucagon que ativa vias gliconeogênicas para manutenção da glicemia  (MLEKUSCH 

et al., 1981). 

Outra hipótese para o aumento glicêmico na fase clara (Zt4) pode ser a elevada 

hiperfagia do grupo R nas primeiras horas após a oferta de alimento, o que culminou 

com um pico de ingestão 60% acima do ingerido pelo controle, prolongando o tempo 

necessário para a completa absorção da glicose pelos tecidos insulinodependentes. 

A restrição alimentar em dessincronia com o sistema circadiano piorou a tolerância à 

glicose em roedores (DE GOEDE et al., 2019). Estudos realizados em humanos 

também demonstraram aumento das concentrações glicêmicas e redução da 

tolerância à glicose quando a ingestão alimentar ocorre à 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 alimentação restrita a um horário 

inadequado repercute de maneira negativa sob o metabolismo da glicose com 

elevação do nível plasmático em momento coincidente com baixa sensibilidade 

tecidual circadiana da insulina. 
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A homeostase da glicose está sob controle do NSQ, que regula o ritmo diário 

das suas concentrações plasmáticas aumentando-as no início do período ativo e 

reduzindo-as ao final dele. Igualmente, o NSQ regula a tolerância à glicose de forma 

consistente com o padrão observado nas concentrações plasmáticas, ou seja, maior 

sensibilidade na fase ativa com gradual redução ao longo alinhado ao aumento da 

inatividade (LA FLEUR, 2003; LA FLEUR et al., 2001). 

O alterado perfil glicêmico em função da RTA foi recuperado após 

restabelecimento da alimentação ad libitum. A melhoria do controle glicêmico após a 

restrição pode ser estar associada à redução da sobrecarga alimentar ao final da fase 

escura, tendo em vista que o retorno ao padrão normal da alimentação diminuiu a 

demanda de glicose a ser absorvida num período de reduzida sensibilidade tecidual. 

A pequena quantidade de estudos observando os efeitos da oferta ad libitum da 

alimentação após a restrição temporal do alimento limita a comparação dos resultados 

encontrados no nosso estudo. Contudo, fica evidente que o protocolo utilizado, com 

destaque para a alimentação restrita ao final da fase ativa e início da inativa, 

compromete a manutenção da homeostase glicêmica, mas que tais alterações 

desaparecem diante da restauração da ingestão ad libitum.  

A avaliação do padrão de resposta à sobrecarga de glicose através do TOTG 

na fase escura do ciclo revelou alteração em função da restrição alimentar, sendo uma 

maior sensibilidade à glicose identificada aos 60 minutos da curva. Independente da 

alteração no controle glicêmico, a tolerância à glicose na fase escura foi melhorada 

no grupo restrito e essa poderia se relacionar à maior responsividade dos tecidos à 

glicose nesse horário, que pode ter sido intensificada pela restrição 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 alterações na tolerância à glicose 

pelo TOTG foram observadas na fase clara do ciclo e não durante a escura. As 

evidências apontam que a fase do dia na qual o teste de tolerância é realizado 

depende da sensibilidade tecidual e controle circadiano. De Goed et al (2019a)  

também relataram melhora da tolerância à glicose em ratos submetidos à restrição 

temporal do alimento quando a ingestão alimentar ocorreu dentro da fase ativa do 

animal. O padrão de tolerância à glicose pelo TOTG foi restabelecido nos animais 

restritos após retorno à alimentação ad libitum demonstrando que diante do padrão 

habitual de alimentação os efeitos da restrição alimentar são descontinuados, seja do 

ponto de vista positivo ou negativo para a saúde metabólica. 
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Apesar da redução da ingestão na fase escura e do aumento do tecido adiposo 

visceral, os níveis de corticosterona e adiponectina não foram alterados pelo protocolo 

de RTA em nenhum dos horários avaliados (início e final da fase escura), o que denota 

independência tanto da fase do ciclo quanto do estado alimentado ou não dos grupos. 

Os níveis plasmáticos de adiponectina oscilam durante o dia em função da 

necessidade energética. As concentrações de adiponectina aumentam antes do início 

da fase ativa (BARNEA et al., 2015) enquanto os de leptina aumentam gradualmente 

durante a fase ativa com pico alcançado antes do início da fase de repouso (GAVRILA 

et al., 2003) e atinge a menor concentração horas antes do início da fase ativa do 

animal (SÁNCHEZ et al., 2004).  

Em roedores, os níveis de leptina reduzem imediato a uma privação aguda de 

alimento ou à redução de massa de gordura consequente a uma restrição calórica 

prolongada, e se relacionam à diminuição da atividade locomotora e aumento da 

atividade antecipatória 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 são reguladas independentes da leptina (RIBEIRO et al., 2011). No presente 

estudo, a restrição de alimento não ocorreu de forma aguda e, pesar da redução de 

peso corporal e aumento da gordura visceral, não se pode afirmar que o tecido 

adiposo corporal total estava reduzido. Em nossos resultados, o protocolo de restrição 

diminuiu a atividade locomotora no início da fase escura e promoveu um pico de 

atividade ao final desse período coincidente com o momento de disponibilização do 

alimento, o que mostra coerência com os relatos de Ceccarini et al. (2015) em que os 

autores relacionam este padrão de atividade com os níveis de leptina. 

De modo contrário ao observado para a leptina, as concentrações plasmáticas 

de insulina foram reduzidas em Zt20 nos ratos submetidos a restrição temporal do 

alimento. As concentrações de insulina apresentam um ritmo ao longo de 24 horas, 

que seguem as concentrações plasmáticas de glicose (LA FLEUR et al., 2001). Em 

ratos com dieta ad libitum, os níveis de insulina são baixos durante a fase clara, mas 

aumentam antes do início da fase escura. Na fase escura, as concentrações de 

insulina continuam aumentando gradativamente e atingem um pico 3 horas antes do 

término dessa fase, quando seus níveis voltam a diminuir (SÁNCHEZ et al., 2004). 

Embora não se tenha avaliado o perfil circadiano da insulina, observa-se que a 

ausência de alimento no grupo R durante a fase ativa do animal mostra-se 

determinante para a reduzida concentração desse hormônio ao final da fase escura. 
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O respaldo a esta afirmação pode ser demonstrado com a restauração dos níveis de 

insulina ocorrido no mesmo horário quando a alimentação foi restabelecida, 

demonstrando mais uma vez a evidente influência da alimentação para o controle da 

secreção hormonal relacionada a regulação energética. 

As evidências a respeito da influência de protocolos de RTA sobre o ritmo de 

atividade-repouso demonstram diferentes resultados. Kim et al (2021) observaram 

semelhante padrão diário da atividade locomotora de ratos com omissão do café da 

manhã em comparação ao seu grupo controle (KIM et al., 2021). O protocolo de 

trabalho noturno realizado em camundongos fêmeas também não alterou o padrão 

nem a ritmicidade do ritmo de atividade-repouso (ZHONG et al., 2019). Já estudo com 

alimentação ultradiana, com a ocorrência de 6 refeições diárias, sendo três refeições 

com duração de 12 min na fase clara e três refeições com duração de 11 min na fase 

escura, demonstrou alteração na acrofase e na amplitude do ritmo entre animais 

experimentais e alimentados ad libitum (DE GOEDE et al., 2018).  

Os distúrbios provocados pela RTA no ritmo de atividade locomotora não foram 

reversíveis ao fim do restabelecimento da alimentação ad libitum. Com exceção do 

mesor, o percentual de variação em torno do ritmo e a acrofase continuaram alterados 

indicando um sustentado efeito posterior da privação alimentar nas horas iniciais do 

período ativo no fenótipo comportamental. Embora divergente quanto ao modelo 

animal e protocolo de RTA utilizado, estudo conduzido com camundongos demonstrou 

que a omissão do café da manhã provocou atividade diária aumentada durante o 

período de alimentação restritiva, sendo esta mantida mesmo no retorno à 

alimentação ad libitum (YOON et al., 2012). No estudo de De Goed e colaboradores 

também foi vista continuidade de alteração no padrão de atividade de animais com 

alimentação restrita à fase de claro ou de escuro ao fim da alimentação ad libitum 

após a restrição alimentar (DE GOEDE et al., 2020).  

A análise não paramétrica também demonstra que a RTA não provoca 

fragmentação do ritmo/sono, ou seja, não promove a ocorrência de cochilos (maior 

repouso) na fase ativa e/ou episódios de atividade (maior movimentação) na fase 

inativa (GONÇALVES et al., 2015a), o que foi visto através da IV (intradaily variability). 

Isso pode estar associado à ampla janela alimentar (16hs), que possibilitando a 

ingestão de ração também na fase escura promove maior movimentação do animal 

ainda nesse período. Essa premissa é reforçada pelos resultados encontrados para 
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as variáveis L5 e M10, as quais são utilizadas para mensurar a fase de repouso e o 

período de atividade, respectivamente.  

Um valor baixo de L5 indica sono com poucos despertares e ritmo menos 

fragmentado (GONÇALVES 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 não houve diferenças entre os valores de L5 

para os animais restritos e controles, nosso estudo indica que o protocolo de RTA não 

promove a ocorrência de maior atividade do animal na sua fase de descanso (clara) o 

que, consequentemente, também não altera o sono do animal durante esse período, 

visto por meio da IV que continuou estável ou sem fragmentação ao longo da restrição.  

Já com base na variável M10, foi demonstrado que a RTA não impacta a 

qualidade de vida dos animais em restrição, tendo em vista que ela não reduz a 

atividade/movimentação durante a fase escura. Como já mencionado para alguns 

parâmetros ao longo desse tópico, isso pode ter explicação no protocolo de restrição 

empregado, que contendo uma ampla janela para ingestão alimentar (16h), com parte 

dela localizada no período ativo, possibilita ao animal compensar a atividade ainda 

nessa fase. Como a atividade noturna dos animais restritos não foi impactada pela 

restrição temporal do alimento, a amplitude do ritmo (AR) permaneceu semelhante à 

do grupo controle, demonstrando a continuidade de sua robustez. Normalmente, a 

redução da amplitude relativa do ritmo atividade-repouso por estar relacionada à 

redução da capacidade motora ou à dificuldade do sistema de temporização 

circadiano em ajustar a atividade durante determinada fase (GONÇALVES et al., 

2015b). Porém, isso não ocorreu no nosso estudo.  

Os resultados obtidos permitem inferir que o protocolo de restrição alimentar, 

caracterizado pela privação do alimento nas horas iniciais da fase ativa de ratos e 

amplo período de alimentação intercalando fase escura e clara, promove distúrbios 

em variáveis nutricionais e fisio-metabólicas. Contudo, o retorno à alimentação ad 

libitum descontinua as alterações observadas, destacadamente para os parâmetros 

nutricionais e metabólicos, mas, permanecendo algumas alterações referentes ao 

comportamento locomotor.  

Contudo, assumimos algumas limitações como a ausência de investigações 

moleculares, a exemplo da análise da expressão de genes circadianos em osciladores 

central e/ou periféricos bem como de genes relacionados ao metabolismo controlados 

pelos genes circadianos. Estas análises podem fornecer de forma mais robusta 
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informações sobre as mudanças em nível celular oriundas do protocolo de restrição 

temporal do alimento utilizado, tanto durante a sua execução quanto após o 

restabelecimento da alimentação ad libitum.  
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8 CONCLUSÕES 

 A partir dos dados apresentados neste estudo, podemos concluir que a 

restrição temporal do alimento em ratos provoca distúrbios em parâmetros nutricionais 

e fisio-metabólicos, com destaque para o peso corporal, a gordura visceral, o ritmo 

circadiano e padrão de ingestão alimentar, curva circadiana glicêmica e tolerância à 

glicose, níveis de leptina e insulina e ritmo de atividade locomotora.  

 Após o restabelecimento do padrão ad libitum da alimentação os distúrbios 

provocados pela RTA são descontinuados, demonstrando que a restrição temporal do 

alimento durante seis semanas não provoca efeitos incisivos que não são recuperados 

quando a livre alimentação retorna. Mais investigações são necessárias acerca da 

modulação de genes circadianos e metabólicos pela restrição temporal do alimento e 

sua associação com o desenvolvimento de doenças.  
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APÊNDICE A - ACTOGRAMAS INDIVIDUAIS. DIA 0 A 45: OFERTA AD LIBITUM 

DA ALIMENTAÇÃO 
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APÊNDICE B – ACTOGRAMAS INDIVIDUAIS. DIA 0 A 45: RAÇÃO RETIRADA 

DURANTE AS PRIMEIRAS OITO HORAS DA FASE ESCURA (ZT12/08:00H À 

ZT20/16:00H) E OFERTADA ENTRE ZT20 (16:00 HORAS DA TARDE, OITO 

HORAS APÓS INÍCIO DA FOTOFASE ESCURA) E ZT12 (08:00 HORAS DO DIA 

SEGUINTE) 

 

Grupo RESTRIÇÃO TEMPORAL DO ALIMENTO  
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APÊNDICE C – ACTOGRAMAS INDIVIDUAIS. DIA 0 A 75: OFERTA AD LIBITUM 

DA ALIMENTAÇÃO 

 

Grupo CONTROLE 2 
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APÊNDICE D – ACTOGRAMAS INDIVIDUAIS. DIA 0 A 45: RAÇÃO RETIRADA 

DURANTE AS PRIMEIRAS OITO HORAS DA FASE ESCURA (ZT12/08:00H À 

ZT20/16:00H) E OFERTADA ENTRE ZT20 (16:00 HORAS DA TARDE, OITO 

HORAS APÓS INÍCIO DA FOTOFASE ESCURA) E ZT12 (08:00 HORAS DO DIA 

SEGUINTE). DIA 45 A 75: OFERTA AD LIBITUM DA ALIMENTAÇÃO. 

 

Grupo RESTRIÇÃO TEMPORAL DO ALIMENTO REALIMENTADO 
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APÊNDICE E – ARTIGO ORIGINAL “TIME-RESTRICTED FEEDING IN DARK 

PHASE OF CIRCADIAN CYCLE AND/OR WESTERNIZED DIET CAUSE MIXED 

HYPERLIPIDEMIA IN RATS” 
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ANEXO A – PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) 

DA UFPE 
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