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RESUMO

O comportamento alimentar pode ser regulado por duas vias classicas: a homeostética e a
hedbnica, e estas vias podem ser moduladas por diferentes estratégias nutricionais. O
consumo de uma dieta cronica com alto teor de gordura pode perturbar o controle do apetite
por interromper o padrdo das ritmicidades comportamentais da ingestdo alimentar podendo
ocasionar uma desordem no sistema metabdlico e no desenvolvimento da obesidade. Ja a
alimentacdo com restricdo de tempo (ART) reorganiza os ritmos circadianos da alimentagéo
melhorando os efeitos deletérios provocados pelo consumo crénico de uma dieta rica em
gordura. Sendo assim, a hipétese da ART como uma intervencéo dietética na prevengdo ou
tratamento da obesidade parece ser uma opcao atraente para ser estudada. O objetivo deste
trabalho foi investigar a influéncia da ART sobre o comportamento alimentar e marcadores
bioquimicos envolvidos com o controle do apetite homeostatico e hed6nico em ratos obesos
induzido por uma dieta. Para atingir esse objetivo, ratos Wistar machos foram inicialmente
randomizados em dois grupos: (1) controle dieta padrdo (CTRL-DP) e (2) obesidade induzida
por dieta (DIO), por 6 semanas. Posteriormente, os animais foram subdivididos em 4 grupos
experimentais e submetidos ou ndo ao protocolo ART: (1) controle dieta padrédo (CTRL-DP);
(2) obesidade induzida por dieta (DIO); (3) controle dieta padrdo submetidos a alimentacéo
com restricdo de tempo (CTRL-DP + ART) e (4) obesidade induzida por dieta submetido a
alimentacdo com restricdo de tempo (DIO + ART) por 4 semanas. Os grupos submetidos a
ART tiveram acesso de 12h de alimentacdo durante a fase ativa e 12h de jejum durante a fase
inativa dos animais. Os testes comportamentais foram realizados logo apds o protocolo da
ART. Os resultados demonstraram que o protocolo ART foi capaz de reduzir a circunferéncia
abdominal, circunferéncia toracica, os niveis plasmaticos de colesterol e de leptina nos
animais. Além disso, o protocolo de ART reduziu o peso corporal ao longo do tempo e
apresentou uma tendéncia em reduzir os niveis plasmaticos de leptina nos animais que
consumiram dieta rica em gordura. Interessante também, foi verificar que os animais do grupo
DIO associado ao protocolo de alimentacdo por restricdo de tempo mostraram reducdo nos
niveis da IL-6 no hipotalamo. No entanto, o protocolo ART também aumentou o0s niveis
plasmaéticos de glicose e aumentou os niveis hipotalamicos de IL-1p e TNF-a. Com relacéo ao
comportamento alimentar de sequéncia a saciedade, foi observado que a dieta rica em gordura
e ART ndo interromperam a sequéncia comportamental de saciedade, apenas anteciparam ou
retardaram o disparado da saciedade, e provocaram mudancas no tempo gasto nas atividades
de descanso e, principalmente, de alimentacdo. Ja na busca pelo alimento doce o grupo DIO
reduziu o tempo para iniciar a comer e o consumo do alimento. Quando verificado a
preferéncia alimentar foi visto que o grupo DIO obteve preferéncia pela dieta hiperlipidica
enquanto os grupos CTRL-DP e CTRL-DP + ART preferiram a dieta hiperglicidica. Na
avaliacdo de marcadores envolvidos com a sinalizacdo dopaminérgica o grupo DIO diminuiu
0 imunoconteudo da enzima tirosina hidroxilase e do imunocontetdo do receptor do tipo D2
de dopamina, no entanto o grupo DIO na presenca do protocolo de ART aumentou o
imunocontedndo de D2 sem chegar nos niveis do grupo controle. Baseado nesses achados, foi
possivel concluir que os resultados foram consistentes com a hipotese de que a ART com
disponibilidade de alimentos durante o periodo mais ativo/vigilia dos animais foi capaz de
reverter, em parte, os efeitos deletérios provocado pelo consumo crénico de uma dieta rica em
gordura, sendo uma estratégia nutricional eficiente no tratamento e prevencgéo da obesidade.

Palavras-chaves: Comportamento alimentar; Obesidade; Jejum intermitente; Dieta
hiperlipidica; Alimentagdo de tempo restrito.



ABSTRACT

Eating behavior can be regulated by two classic pathways: homeostatic and hedonic, and
these pathways can be modulated by different nutritional strategies. Consuming a chronic
high-fat diet can disrupt appetite control by interrupting the pattern of behavioral rhythms of
food intake, which can lead to a disorder in the metabolic system and the development of
obesity. Time-restricted feeding (TRF) reorganizes circadian eating rhythms, improving the
harmful effects caused by chronic consumption of a high-fat diet. Therefore, the hypothesis of
TRF as a dietary intervention in the prevention or the treatment of obesity seems to be an
attractive option to be studied. The objective of this work was to investigate the influence of
TRF on eating behavior and biochemical markers involved in the control of homeostatic and
hedonic appetite in diet-induced obese rats. To achieve this objective, male Wistar rats were
initially randomized into two groups: (1) standard diet control (CTRL-PD); (2) diet-induced
obesity (DIO), simultaneously for 6 weeks. Subsequently, the animals were subdivided into 4
experimental groups and submitted or not to the ART protocol: (1) standard diet control
(CTRL-PD); (2) diet-induced obesity (DIO); (3) standard diet control subjected to time-
restricted feeding (CTRL-PD + TRF) and (4) diet-induced obesity subjected to time-restricted
feeding (DIO + TRF) for 4 weeks. The groups undergoing TRF had access to 12 hours of
food during the active phase and 12 hours of fasting during the animals' inactive phase.
Behavioral tests were performed immediately after the TRF protocol. The results
demonstrated that the TRF protocol was able to reduce abdominal circumference, chest
circumference, plasma cholesterol and leptin levels in animals. Furthermore, the TRF protocol
reduced body weight over time and showed a tendency to reduce plasma leptin levels in
animals that consumed a high-fat diet. It was also interesting to note that the animals in the
DIO group associated with the time-restricted feeding protocol showed a reduction in
interleukin-6 (IL-6) levels in the hypothalamus. However, the TRF protocol also increased
plasma glucose levels and increased hypothalamic IL-1b and TNF-alpha levels. Regarding
eating behavior in the satiety sequence, it was observed that the high-fat diet and the TRF did
not interrupt the satiety behavioral sequence, they only anticipated or delayed the onset of
satiety, and caused changes in the time spent on rest activities and, mainly, feed. In the search
for sweet food, the DIO group reduced the time to start eating and the consumption of the
food. When food preference was verified, it was seen that the DIO group preferred the high-
fat diet while the CTRL-PD and CTRL-PD + TRF groups preferred the high-fat diet. In the
evaluation of markers involved with dopaminergic signaling, the DIO group decreased the
immunocontent of the tyrosine hydroxylase enzyme and the immunocontent of the dopamine
D2 receptor, however the DIO group in the presence of the TRF protocol increased the
immunocontent of D2 without reaching the levels of the control group. Based on these
findings, it was possible to conclude that the results were consistent with the hypothesis that
the TRF protocol with food availability during the animals' most active/wake period was able
to reverse, in part, the deleterious effects caused by chronic consumption of a high-fat diet,
being an efficient nutritional strategy in the treatment and prevention of obesity.

Keywords: Eating behavior; Obesity; Intermittent fasting; High-fat diet; Time-restricted
feeding.
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1. INTRODUGCAO

1.1 OBESIDADE E SUAS COMPLICACOES

A obesidade é uma doenca metabolica cronica que abrange diferentes tipos de pessoas,
género, idade e classes sociais, podendo desenvolver morbidades e reduzir a longevidade.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS, 2018) a obesidade é definida como um
acumulo excessivo ou anormal de gordura que apresenta riscos a saude, e Hariri e Thibault
(2010); Krishnan e Cooper, (2013) e Di Meo et al. (2017), que a causa principal est4d no
desequilibrio energético entre as calorias consumidas e gastas.

Dados da OMS (2018) mostram que desde 1975 a obesidade quase triplicou no mundo
todo, sendo que em 2016 mais de 1.900 milhGes da populacdo adulta (39% dos homens e 40%
das mulheres), com 18 anos ou mais encontravam-se com sobrepeso e em meio a esse nUmero
mais de 650 milhdes estavam obesos (sendo 11% homens e 15% mulheres). A estimativa
aponta que em 2025, cerca de 2,3 bilhdes estardo com excesso de peso, sendo que mais de
700 milhdes com obesidade. Segundo o Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), no Brasil, a prevaléncia da
obesidade, em ambos 0s sexos, aumentou de 15% para 18%, de 2010 a 2014, sendo que mais
de 50% da populacéo brasileira encontra-se com excesso de peso (ABESO, 2017).

Em consequéncia da obesidade, o aumento da gordura visceral e o estimulo crénico do
sistema imunitario pode levar a doencas associadas a sindrome metabdlica (comorbidade
associada ao estilo de vida que desenvolve riscos a outras doencas) (FERNANDEZ-
SANCHEZ et al., 2011; DROR et al., 2017; YAMASHITA et al., 2018), como dislipidemias,
diabetes mellitus tipo 2 e resisténcia a insulina (FARIAS et al., 2013; WEDELL-
NEERGAARD et al., 2018).

A dieta rica em gordura é um dos fatores principais que contribuem para o crescimento
epidémico da obesidade (PEREIRA-LANCHA et al., 2010). Os estudos de Soi et al. (2011) e
Hariri e Thibault (2010), mostraram que a dieta hiperlipidica é eficaz na inducdo da
obesidade, tanto em humanos quanto em modelos animais. Em pesquisas experimentais foi
demonstrado que o consumo de uma dieta hiperlipidica no periodo de 8 semanas produz um
crescimento relevante de adiposidade em locais distinto do corpo, 0o que permite analisar
mecanismos associados a sindrome metabolica e doengas cardiovasculares durante a evolugédo
da obesidade (BUETTNER et al., 2007; FURNES et al., 2009; HARIRI e THIBAULT, 2010;
GAMEZ-MENDEZ et al., 2015; PINHO et al., 2017). Todavia, Heydemann (2016) destaca
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que, mesmo que a maioria dos estudos experimentais analisados induza a obesidade, é
importante observar o tempo de duracdo da dieta, bem como a genética do animal, idade e a
composicao dos acidos graxos.

A inducdo a obesidade pode ocorrer por diferentes tipos de dietas. Estudos
experimentais mostraram que a dieta rica em gordura aumentou os niveis de leptina, mas
induziu resisténcia aos efeitos da leptina, atenuou a saciedade e favoreceu a hiperfagia, em
decorréncia ao ganho de peso (SURWIT et al., 1995; AINSLIE et al., 2000).

Estudos que relacionam a obesidade a padres de alimentos alterados e ndo a
superalimentacdo, demonstraram que 0s ratos que receberam uma dieta hiperlipidica
apresentaram maior peso corporal e indice de adiposidade, aumento na quantidade das
calorias ingeridas, entre as refeicfes e reducao no numero de refei¢bes ao dia (FURNES et al.,
2009). Isto €, os animais expostos a um modelo de dieta hiperlipidica se alimentam menos
vezes ao dia, mas consomem maiores quantidades de calorias.

O circuito de recompensa é alterado em decorréncia da obesidade. Os individuos com
IMC obeso comparados com normal apresentam ativacdo maior do circuito recompensa
(ROTHEMUND et al. 2007). Estudos apresentam a relacao entre o aumento da sensibilidade
a recompensa e 0 ganho de peso em humanos, mostrando que suscetibilidade a recompensa é
um fator que favorece a obesidade (DAVIS, 2004). Sugere-se que 0s niveis reduzidos do
receptor de dopamina do tipo D2 nas extensGes do mesolimbico de obesos seria capaz de
induzir estes individuos a abuso de drogas (ou comida) de forma a compensar o estimulo
reduzido do sistema de recompensa (VOLKOW et al., 1999). O sistema de recompensa a
comidas em obesos é menos reativo no estriado dorsal pelo fato dos receptores D2 possuirem
uma densidade reduzida nesse circuito e por terem a sinalizagdo comprometida pela via
dopaminérgica, o que favorece aos individuos a hiperfagia de maneira a compensar a
deficiéncia da recompensa (STICE et al., 2008). A responsividade estriatal é regulada pelos
receptores D2 em relacdo ao consumo de alimentos palataveis e a sua sinalizacdo reduzida
pode favorecer o ganho de peso (KENNY, 2011).

Um estudo conduzido com ratos mostrou a propensdo a obesidade apds receberem
uma dieta hiperlipidica por 3 semanas demonstrando um sistema dopaminérgico accumbal
menos sensivel a respostas fisioldgicas especificas referente a ingestdo de gorduras, assim
como elevados niveis de triglicerideos circulantes, que agem sobre a atividade do sistema
dopaminérgico (RADA et al., 2010). Este resultado demonstra que a progressao da obesidade
estd associada com alteragdes da sinalizagdo dopaminérgica mesoestriatal, especificamente

nos receptores D2 do estriado, e o estimulo ineficiente dos receptores D2 colabora para a
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preméncia do déficit da recompensa decorrente ao desenvolvimento da obesidade em ratos
(KENNY, 2011).

1.2 NEUROBIOLOGIA DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR

O comportamento alimentar é controlado por uma série de fatores com interacfes em
trés niveis principais: (1) fatores comportamentais e psicoldgicos (desejos e sensagdes
hedbnicas, compreensdo de fome); (2) fatores metabolicos e periféricos; (3) interacdo entre
neurotransmissores e sinalizacdo metabolicas que acontecem no sistema nervoso central
(PERES, 2021). O apetite corresponde aos fatores e processos que ocorrem nestes trés niveis
(BLUNDELL et al., 2001). Consequentemente, o despertar do apetite e do comportamento
alimentar determina a regulacdo dos processos em trés controles: a) fatores neurais que estao
relacionados aos atos do comportamento alimentar e observac@es psicoldgicas; b) cada ato
deste comportamento estimula uma acao no sistema fisioldgico periférico e; ¢) sendo assim,
esta acdo é representada por atividade cerebral neuroquimica, formando o ato seguinte do
comportamento alimentar (HARROLD et al., 2012).

O comportamento alimentar é regulado, essencialmente, por dois tipos de
mecanismos: hedonico e homeostatico (HARROLD et al., 2012). A regulacdo hedénica, ou o
controle baseado na recompensa, pode se aplicar a via homeostatica no decorrer de periodos
de vasta demanda energética por relacionar o desejo de ingerir alimentos altamente palataveis
excedentes em gorduras e/ou acucares (HARROLD et al., 2012). O controle homeostatico é
moderado pela necessidade do organismo em conservar 0s estoques de energia, sendo
regulado sinais hormonais relacionados com a saciedade, fome e graus de adiposidade. Neste
sistema, hd a presenca de hormonios periféricos como, grelina, leptina e insulina com
sinalizacdo via circuitos cerebrais hipotalamicos, inibindo ou estimulando a fome, com a
intencéo de preservar o balanco energético (LUTTER e NESTLER, 2009).

1.3 INTERACOES DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR SOBRE OS PARAMETROS

HOMEOSTATICO E HEDONICO

O hipotadlamo é o nucleo do controle homeostatico do apetite, agindo de forma a
regular a producdo de energia transportada por hormonios e nutrientes para a periferia por

meio de duas vias: hormonal e neural (SASAKI et al., 2016). As interacdes metabdlicas dos



15

horménios anorexigenos insulina e leptina, e do horménio orexigeno grelina podem
influenciar na atividade variada de fungdes cerebrais.

A grelina e a leptina sdo hormonios que atuam de forma antag6nica na via regulatoria
do apetite. A leptina € um horménio produzido e liberado, majoritariamente, pelo tecido
adiposo branco, atuando como um mensageiro de sinalizacdo a saciedade no hipotalamo,
reduzindo o consumo alimentar. No nucleo arqueado do hipotdlamo, a producdo dos
horménios orexigenos neuropeptideo Y (NPY) e peptideo ligado a proteina Agouti (AgRP),
responsaveis pelo estimulo do consumo alimentar, tém suas atividades inibidas pela acao da
leptina (RIBEIRO e SANTOS, 2013).

Em ocasido de jejum, os niveis de leptina diminuem e o hipotalamo desencadeia o
aumento do apetite com a finalidade de promover o controle homeostatico (ROMERO e
ZANESCO, 2006). A grelina, um horménio produzido no estdmago, apresenta funcao
orexigena, estimulando a ingestdo alimentar, maximizando adipogénese, reduzindo a
saciedade e impulsionando balango energético positivo (RIBEIRO e SANTOS, 2013).

O desejo por comidas saborosas ou palataveis é o que caracteriza o controle hedénico
no consumo de alimentos, que é mediado pela recompensa (SOLFRIZZI et al., 2006). Sendo
assim, o individuo é atraido pelo prazer e recompensa sensorial que este tipo de alimento
proporciona em detrimento da sua necessidade biolégica (HARROLD et al., 2012). As
regibes cerebrais que sdo ativadas por alimentos com tais caracteristicas s&o o Nucleo
Accumbens (NAc), Area Tegmentar Ventral (ATV), Hipotalamo Lateral, Amigdala e Cortex
Pré-Frontal (CPF).

Berrigde (2009) afirmou que a Dopamina (DA), os canabinoides e os opioides podem
participar do controle hedbnico do comportamento alimentar, bem como outros sistemas
neurotransmissores. Para Berridge et al. (2016) e Walker et al. (2017), o sistema de
neurotransmissao dopaminérgico, por sua vez, atua nos comportamentos emocionais e de
recompensa, nas funcdes motoras e na secre¢cdo hormonal. Sua atuagéo no organismo é crucial
para o desenvolvimento do cérebro na idade adolescente e, também, pode favorecer as
susceptibilidades a enfermidades. Para que haja uma combinacdo adequada entre as interacdes
complexas das vias neurais, 0s eixos enddcrinos e os estimulos ambientais, segundo Walker et
al. (2017), é necessario um desenvolvimento adequado do sistema dopaminérgico, para que,
durante a fase adulta, o individuo possa desfrutar de um sistema de recompensa funcional, ja
que os adolescentes tendem a ser mais sensiveis a recompensa.

A sinalizacdo de DA abrange trés vias relevantes: mesolimbica, mesocortical e

nigroestriatal. A via mesolimbica, remete projecées da ATV do mesencéfalo para 0 NAc no
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estriado ventral e assimila métodos de recompensa e motivacdo; e a via dopaminérgica
mesocortical relaciona ATV ao CPF, ajustando o estresse e respostas cognitivas, por fim, a
via dopaminérgica nigroestriatal, se inicia no interior negro do mesencéfalo e se delineia para
0 caudado putamen no estriado dorsal, agindo na regulacdo dos mecanismos motoros e
comportamentos direcionado a objetivos (MAJCHER-MASLANKA et al., 2017; PERES,
2021).

O sistema mesocorticolimbico, de maneira integrada, é de suma importancia no reparo
e atribuicdo de principio na recompensa e/ou na repulsa a estimulos motivacionais que
controlam a transmissdo dependente de DA e, também, modifica sua forca sinaptica
(COCCURELLO, 2019). O complexo mesocorticolimbico, denominado de circuito de
recompensa, envolve os sistemas mesocortical, com direcdo da ATV associado ao CPF, assim
como, o sistema limbico, direcionado do ATV ao NAc. Estas regulacdes de recompensas
alimentar dos sistemas centrais, recebem uma maior quantidade de interagdes de neurdnios
dopaminérgicos (BERRIDGE et al., 2016).

Os resultados da DA sdo entrepostos pela interacdo de cincos receptores distintos,
comumente mencionados como dois tipos D:1 (D1 e Ds) e D2 (D2, D3 e D4). O receptor da
classe D1 é encarregado por estimular a adenilato ciclase, otimizando a concentracdo de
adenosina monofosfato (AMP) ciclico e dessa forma estimula varios fendmenos, integrando a
ativagdo da proteina cinase A, responsavel por fosforilar, entre outros substratos, a
fosfoproteina neuronal ajustada por dopamina (DARPP-32). Desse modo, a inibicdo da
fosfatase, desencadeia a fosforilacdo da proteina que conecta o elemento responsivo ao AMP
ciclico (CREB) no DNA. Enquanto os receptores da classe D, estando ativos, atenuam a
concentracdo de AMP ciclico e assim inibem a proteina cinase A e, consequentemente, ativam
as fosfatases, evitando a fosforilacdo da CREB. Desse modo, a dependéncia da classe do
receptor no qual a DA se conecta, contém um efeito de sinalizacdo diferenciado. Além do
mais, os receptores da classe D1 demonstram uma afinidade reduzida a DA, enquanto os
receptores da classe D> apresentam maior compatibilidade a DA (BAIKA, 2013; VOLKOW
et al., 2017). Sendo assim, a ingestdo de alimentos palataveis pode estimular uma maior
liberacdo de DA temporariamente ativando os receptores da classe D1, enquanto, a classe de
receptores D> conseguem identificar niveis tonicos de liberacdo de DA, associados ao seu
nivel basal (BAIK, 2013). O estimulo sinaptico e o nivel sintese de DA no NAc é ampliado
pelo aporte de substancias a base de sacarose, relacionando o aumento da DA neste nucleo
com um maior consumo de alimentos doces (COCCURELLO e MACCARRONE, 2018;
SASAKI et al., 2016; SOLFRIZZI et al., 2006). Desse modo, varios autores propdem que no
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NAc a finalidade dos receptores D1 podem estar relacionadas com a resposta ativa direcionada
pela recompensa, enquanto os receptores D> presumem ter fungdo na verificagdo da
recompensa (D’AQUILA, 2010; GALISTU e D’AQUILA, 2012).

Regular o sistema dopaminérgico tem se tornado uma preocupacdo crescente e o
interesse recente por esse assunto se deve aos maleficios que a sua disfuncdo pode causar,
como o0 quadro de obesidade induzido pela recompensa alimentar e de comportamentos
compulsivos, ambos segundo Baik (2013), problemas de saude publica. Para Salamone e
Correa (2012), alimentos com grandes potencialidades palataveis e drogas aditivas séo
considerados fatores reforcadores e compulsivos. Estes sdo processados e codificados durante

a neurotransmissdo de DA, atuando no sistema mesocorticolimbico.

1.4 A INFLUENCIA DO JEJUM INTERMITENTE SOBRE O CONTROLE HEDONICO E
HOMEOSTATICO

O jejum intermitente (JI) é conhecido como uma estratégia dietética proeminente na
pratica clinica, além de contribuir para uma maior longevidade (MITCHELL et al., 2019), e
prevenir o desenvolvimento de patologias relacionadas a obesidade (VAN DER MERWE et
al., 2020).

A prdética do JI como estratégia nutricional tem-se ganhado visibilidade populacional
atualmente, todavia, a literatura ja apresentava estudos em relacdo ao jejum desde a década de
1970, quando comecaram a investigar o jejum praticado como ato religioso no Ramada, onde
os praticantes, no periodo de 30 dias, passam aproximadamente 12h em jejum, fazendo
apenas duas refeicOes ao dia, sendo uma ao amanhecer e outra posteriormente ao p6r do sol
(GUMAA et al., 1978; LI et al., 2017; LONGO; MATTSON, 2014; PATTERSON et al.,
2015)

Nesse modelo nutricional, o individuo pode ser direcionado a periodos de abstinéncia
alimentar em dias alternados ou a restricdo da ingestéo alimentar em periodo diario, sendo que
0s modelos de intervencdo dietética do jejum apresentam diferentes tipos de protocolos a
serem aplicados (WILSON et al., 2018), isto &, o jejum de dias alternados (descrito como 24h
de restricdo alimentar total, sequido de 24h de alimentacdo ad libitum) (LI et al., 2017), o
protocolo de 5:2 (cinco dias se alimentando e dois dias de jejum total) (MURPHY; DIAS;
THURET, 2014), o protocolo de tempo restrito (onde é aberto uma janela de ingestdo
alimentar por determinadas horas, seguido de privacdo alimentar nas demais horas restante do

dia, e.x. 15 horas de privacdo alimentar e 9 horas de acesso livre a alimentacdo) (WANG et
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al., 2018) e o protocolo de uma refeigcdo por dia (acesso apenas a uma refeicao diaria durante
o0 periodo de 3 horas ininterrupta) (PARK et al., 2017).

Os protocolos de jejum mais utilizados em modelos animais sdo os protocolos de
tempo restrito e de dias alternados (MATTSON; LONGO; HARVIE, 2017); o tempo em que
ocorre o0 jejum sera determinado com protocolo previamente estabelecido (CATTERSON et
al., 2018; GOTTHARDT; BELLO, 2017; MATTSON; LONGO; HARVIE, 2017; WILSON
et al., 2018). Embora a literatura apresente diversos estudos acerca do JI, tanto em ensaios
clinicos quanto em modelos animais, ndo ha um consenso unanime sobre a recomendacdo do
jejum a ser seguido, devido aos resultados serem muitos heterogéneos e demonstrarem
discordancias em seus estudos (CATTERSON et al., 2018).

Diferentes estudos demonstraram resultados positivos referente ao JI, tanto em
voluntarios como em modelo animal, como: reducdo do peso corporal, melhora da
sensibilidade a insulina e homeostase glicémico, reducdo dos niveis plasmaéticos de leptina,
protecdo contra a neurodegeneracéo e reducdo da inflamacdo (BRUCE-KELLER et al., 1999;
ANSON et al., 2003; KIM et al., 2018; HU et al., 2019; GABEL et al., 2020).

O JI demonstrou ser uma intervencao dietética benéfica no controle e perda de peso,
tanto em modelo animal quanto em humanos. Catenacci et al (2016) demonstrou em seu
estudo, que o JI realizado em 8 semanas reduziu o peso corporal dos animais e ndo favoreceu
0 ganho de peso ap6s 6 meses de intervencdo. Todavia, um estudo conduzido por Munhoz et
al. (2020) com ratas Wistar submetidas ao JI durante 12 semanas, demonstrou que apesar da
reducdo no ganho de peso corporal, 0s animais apresentaram um maior indice de adiposidade.

O JI também apresentou resultados satisfatorios diante do perfil lipidico, reduzindo os
niveis plasmaticos da lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoprotein — LDL), e
aumentando a lipoproteina de alta densidade (High Density Lipoprotein — HDL). Além disso,
também reduziu os niveis de colesterol sérico total e de triglicerideos, tanto em animais
quanto em individuos obesos (VARADY et al., 2015; WILSON et al., 2018).

Por outro lado, diversos estudos tém demonstrado resultados divergentes ocasionados
pela pratica do JI. Tatulli et al (2018) mostraram que o JI ndo expressou efeitos
neuroprotetores, pelo contrario, intensificou a morte neural em decorréncia do aumento das
concentragfes de lipidios pro-inflamatorios em camundongos. Em outro estudo,
camundongos hipercolesterolémico submetidos ao protocolo do JI apresentaram um aumento
no indice de adiposidade, nas concentra¢fes plasmaticas de colesterol total, colesterol-LDL,
glicose e insulina (DORIGHELLO et al., 2014).
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Estudos que analisaram o comportamento alimentar mostraram que a intervencéo do Jl
ndo favoreceu a hiperfagia compensatoria nos dias de jejum em mulheres com sobrepeso
(HAVIE et al., 2013, 2011). No entanto, uma das maiores dificuldades a adeséo ao JI é a
intensa sensacdo de fome durante os periodos de jejum programados (HEILBRONN et al.,
2005), entretanto, esse sentimento de fome subjetiva pode ser amenizado reduzindo o periodo
de jejum ou fornecendo uma pequena refeicdo (VARADY et al., 2009).

Estudo realizado por Gotthardt et al (2016), mostraram que a intervencao dietética
com JI em Camundongos machos C57/BL6 alimentados por 8 semanas como uma dieta
hiperlipidica, apresentaram resultados satisfatorio na reducdo do peso corporal, nos niveis
séricos de glicose plasmatica, consequentemente, melhorando os pardmetros de resisténcia a
insulina e otimizou a expressdo génica relativa do NPY no nucleo arqueado. Esses achados
evidenciam que o JI foi capaz de produzir alteracfes hipotalamicas, recomendando que o

processo contra regulatério da perda de peso a curto prazo esteja associado a estratégia do JI.

1.5 ASPECTOS FISIOLOGICOS DA ALIMENTACAO COM RESTRICAO DE TEMPO E
SUA INFLUENCIA SOBRE O COMPORTAMENTO ALIMENTAR

O ciclo circadiano (do latim, circam diem, cerca de um dia) é analogo a um reldgio de
24 horas, formado por um complexo de marcapasso mestre, posicionado no cérebro, que
coordena secundariamente osciladores periféricos, majoritariamente presentes em todas as
células do organismo, direcionados pelo ciclo claro/escuro diario (ADAMOVICH et al., 2014;
LONGO; PANDA, 2016).

O reldgio bioldgico mestre esta localizado no nicleo supraquiasmatico do hipotalamo
dos mamiferos (sistema nervoso central), todavia, é provavel localizar oscilagbes de reldgios
similares nos tecidos periféricos, incluindo aqueles que regulam as vias metabolicas,
consequentemente, a ingestdao de alimentos fora do periodo regular da alimentacéo (isto &, se
alimentar ap0s o periodo de vigilia, que € compreendido entre as 6 e 22 horas em seres
humanos) pode gerar um desequilibrio energético devido alguns reldgios periféricos sofrerem
desregulacdo na ritmicidade que controla a ingestdo alimentar (PATTERSON; SEARS,
2017).

Os efeitos diretos ou indiretos do relégio circadiano central, produz uma ritmicidade
em diferentes vias bioquimicas, tais como, vias hormonais, dopaminérgicas, sinalizacdo entre
os tecidos periféricos e centrais cujos ritmos sdo mais proeminentes no ciclo claro/escuro ou

no ciclo jejum-alimentagéo (PANDA, 2016).
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O ciclo jejum-alimentacédo, também conhecidos como Zeitgeber (do alemao significa,
marcador de tempo ou crondmetro), atuam intervindo nos mecanismos digestivos e absortivos
e nas alteracbes da concentracdo plasmaticas de aminodacidos, carboidratos e lipidios
(BERNADI et al., 2009). Como o jejum e a alimentacdo diferem espontaneamente entre o dia
e a noite, atuam mutuamente na regulacdo do estado alimentado (p6s-prandial), no estado de
jejum (pré-prandial) e nas ritmicidades circadianas para manter os niveis fisioldgicos basais
do organismo (PANDA, 2016).

Os fatores ambientais de atividades e descanso dos ritmos metabdlicos sdo produzidos
pelas células enddgenas reguladas pelo ciclo circadiano, isto é, a exposi¢do ao ciclo claro-
escuro, assim como por meio de modelos de jejum e alimentagdo, sdo ritmos periddicos
comportamentais, relativamente simples que combinam varias fungbes principais de vias
metabolicas, sistemas imunoldgico, reprodutivo, enddcrino, digestivo e cardiovascular, e
varias regides do cérebro (MANOOGIAN; PANDA 2017).

A funcdo da alimentagdo com restricdo de tempo (ART) é regularmente utilizada para
analisar a importancia do acesso livre a alimentacdo por um determinado periodo diante da
regulacdo do reldgio circadiano (MANOOGIAN; PANDA, 2017). A premissa da ART é
definida como uma estratégia dietética que atua como coadjuvante na prevencdo e tratamento
da obesidade e de doencas associadas a sindrome metabdlica devido ao seu potencial de
reorganizar os arrastamentos dos reldgios periféricos e central (LONGO; MATTSON, 2014).

Estudos realizados em animais com o protocolo da ART por 8 horas durante a fase
ativa, demonstraram resultados positivos contra doencas associadas a sindrome metabdlica
induzidas por dietas hiperlipidicas, prevenindo o quadro de obesidade nos animais sem alterar
0 consumo alimentar ou a preferéncia na composic¢éo das dietas durante o estado de jejum na
fase inativa de luz (HATORI et al., 2012; CHAIX; ZARRINPAR, 2015).

Em um estudo de revisdo apresentado por Chaix et al. (2014), conduzidos com ratos
induzidos a obesidade por dieta, analisaram que 0s animais alimentados com dieta normal, ad
libitum, apresentaram um consumo caldrico de 80% de suas necessidades energéticas diarias
durante a fase ativa/escuro, contudo, quando os animais tiveram a dieta trocada para uma rica
em gordura ocorreu alteragdes no tempo da ingestdo caldrica e uma reparticdo do consumo
alimentar de 50% na fase ativa/escura e de 50% na fase inativa/luz.

No mesmo estudo supracitado, os animais alimentados com a dieta padréo por 8 a 12
horas na fase ativa/escura, ndo reduziram o consumo cal6rico e nem o nivel de atividade em
relacdo ao grupo alimentado com a dieta hiperlipidica (HATORI et al., 2012; ZARRINPAR,

2014). Todavia, a intervencdo com o ART preveniu os camundongos a desenvolverem
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obesidade e suas complicacBes associadas, além do mais, restaurou a expressao do reldgio
circadiano de varios genes metabdlicos para 0s niveis normais observados em camundongos
alimentados com a dieta padrdo (ZARRINPAR, 2014).

Os processos bioquimicos e fisiologicos associados ao jejum, independentemente do
ciclo circadiano, estimula uma série de reagdes quimicas decorrente ao periodo de
alimentacdo ou de jejum que podem apresentar fatores importantes na prevencgédo de diversas
doencas associadas a obesidade otimizando a satide humana (LONGO; PANDA, 2016).

1.6 OBESIDADE E INFLAMACAO HIPOTALAMICA: EFEITOS SOBRE O CONTROLE
ALIMENTAR

Acredita-se que a obesidade esta relacionada com o processo de inflamacao de baixo
grau, tanto na periferia, quanto no sistema nervoso central, e as evidéncias indicam que o
aumento da expressdo de diferentes proteinas inflamatorias estdo associadas ao prejuizo na
sinalizacdo hipotalamica e de hormdnios anorexigenos (OLIVEIRA et al., 2022).

A circuitaria neural que controla a ingestdo alimentar e os aferentes sinais hormonais
envolvidos na modulacdo desta complexa rede tem sido abundantemente investigado para
elucidar os mecanismos relacionados a regulacdo da homeostase energética. O hipotalamo é
apontado como o nucleo central que regula esse sistema, portanto, a interrupcdo da
sinalizacdo das respostas hipotalamicas em moléculas sinalizadoras cruciais tem sido
relacionada a progressdo da obesidade, evidenciando assim, a relevancia do controle das
funcdes hipotalamicas para satde (SAINSBURY; ZHANG, 2010; THALER; SCHWARTZ,
2010).

Os neurdnios orexigenos, Neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado ao Agouti
(AgRP), assim como, o0 neurbnio anorexigeno pro-0pio melanocortina (POMC), sao
componentes principais que integram a rede de neurocircuitos que controlam a homeostase
energeética e os sinais de saciedade e fome, relacionada a sinalizagdo periférica e central
(MORRIS; RUI, 2009). A neuroinflamagdo, em regides hipotaldmicas, pode desencadear o
comprometimento dos mecanismos de resposta celular, e os neurénios NPY parece ser mais
resistente do que os neurénios POMC (HORVATH et al., 2010).

O consumo crénico de uma dieta rica em gordura pode estimular marcadores pro-
inflamatdrios em peptideos neurais relacionado ao NPY/Agouti (AgRP), excitatorios do
apetite, modulando a expresséo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)) no nucleo arqueado

do hipotalamo (DALVI et al., 2017). Acredita-se também que o aumento do TNF-a reduz a



22

acdo de hormonios anorexigenos, como a leptina, e otimiza a expressdo hipotaldamica de
SOCS3 (ARRUDA et al., 2011). Embora os estudos demonstrem que os protocolos dietéticos
de restricdo caldrica (RC), especialmente em individuos com sobrepeso ou obesidade tem sido
bastante explorado para clarear os efeitos deletérios da neuroinflamacdo relacionada a
obesidade (LEE et al., 2010), um recente estudo de meta-analise analisou 0s niveis séricos de
marcadores inflamatorios em respostas a diversos protocolos de RC ou JI, e apds, incluir
apenas um estudo com JI (jejum de 24h em dias alternados, consumo entre 25% ou 125% das
necessidades energéticas) em individuos obesos, concluiu que os niveis de TNF-a ndo foram
reduzidos (TREPANOWSKI et al., 2018). Entretanto, vale salientar que h4 uma escassez de
estudos nesta area.

Em um estudo realizado por Spezani et al. (2020), onde analisaram os feitos do JI de
24h em camundongos, verificaram que 0s animais obesos submetidos ao protocolo do JI,
interessantemente, apresentaram maior expressao hipotalamica de TNF-a quando comparado
os seus homdlogos. Todavia, os resultados ainda permanecem discrepante, tendo a
necessidade de mais estudos com diferentes protocolos de JI para avaliar a expressdo dessa
citocina pro-inflamatdria principalmente em regides hipotalamicas de animais obesos.

Outro componente essencial do sistema imune que esta associado a obesidade e a
inflamacdo de baixo-grau € a interleucina-6 (IL-6). Seus niveis aumentados na circulacdo
sanguinea resultam numa maior producao e excre¢do pelo tecido adiposo (ROYTBLAT et al.,
2000; STENLOF et al., 2003), mas que pode ser regulado por dietas de baixas calorias
(BASTARD et al., 2000; GALLISTL et al., 2001). Essa citocina tem demonstrado ter efeitos
deletérios ao organismo e provocado disturbios inflamatérios em individuos com obesidade
(MISHRA et al., 2019).

O hipotalamo é indicado como sendo o ponto chave para os efeitos anorexigenos e
metabolicos da IL-6 (TIMPER et al., 2017). Os principais sinais da homeostase energética,
como a leptina e o peptideo 1-semelhante ao glucagon (GLP-1), precisa de uma maior
integridade da IL-6 no hipotalamo para atenuar a ingestdo de alimentos e manter o controle do
peso corporal (LE FOLL et al., 2015; SHIRAZI et al., 2013).

Um estudo realizado por MISHRA et al. (2019) em camundongos machos e fémeas
obesos, com a finalidade de delimitar as regides cerebrais de interesses da IL-6 com seu
potencial papel na reducdo de peso e controle da ingestdo alimentar, demonstrou,
curiosamente, um forte efeito redutor na expresséo do gene IL-6 nos animais alimentados com
uma dieta rica em gordura apenas em um nucleo cerebral, no nucleo parabraquial (PBN).

Embora a maioria dos estudos tenha demonstrado que o hipotdlamo é a principal regido de
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substrato neural para os efeitos de reducédo de peso da IL-6 (BENRICK et al., 2009; LE FOLL
et al., 2015; TIMPER et al., 2017), o estudo anterior demonstrou uma nova regido cerebral, o
PBN, que tem forte afinidade em receber sinalizacbes de hormdnios anorexigenos para
controle da homeostase energética (MISHRA et al., 2019).

O hipotalamo é uma regido de vulnerabilidade a esses marcadores pro-inflamatorios e
0 desenvolvimento da obesidade pode ser considerado como o fator principal da desregulagéo
dos mecanismos celulares que tangenciam a fisiopatologia da obesidade (WILLIAMS, 2012).

Neste contexto, apesar de diferentes estudos mostrarem que os protocolos do JI tem
efeitos benéficos na reducdo dos niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias em
individuos com sobrepeso ou obesidade (SPEZANI et al., 2020, LEE et al., 2010), h& poucos

estudos que exploraram a adaptacdo dessas proteinas inflamatdrias em regido hipotalamica.
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1.7 JUSTIFICATIVA

A obesidade € um problema de satde publica a nivel mundial. O consumo de dietas
densas em calorias provoca a desregulacdo da homeostase enérgica gerando a interrupcao dos
ritmos que controlam a alimentacéo favorecendo o desenvolvimento da obesidade e sindrome
metabolica. Essas alteragbes na ritmicidade comportamental estdo associadas com a
interrupcao da sinalizacdo de hormonios que controlam a ingestdo de alimentos em diferentes
regides do sistema nervoso central. Diante disso, as comunidades cientificas tém estudados os
mecanismos de bases fisiologicas da etiologia da obesidade a fim de compreender melhor a
complexidade dessa patologia. A alimentagdo com restricdo de tempo é uma intervencao
dietética que vem sendo bastante estudada para reforcar os ritmos circadianos da alimentacéo
e estabelecer um melhor controle temporal do apetite. Sendo assim, esse modelo de
intervencdo dietética demonstrou ser uma importante ferramenta no tratamento e prevencédo
da obesidade.

Embora a literatura apresente uma variedade de estudos aparentemente conflitantes
sobre o JI, vale salientar que os protocolos existentes do JI variam desde o tempo de
aplicabilidade, assim como, o periodo do dia em que sera aplicado. Por isso, ainda ndo esta
bem elucidado os efeitos desses protocolos dietéticos diante aos parametros comportamentais
do controle heddnico e homeostatico da alimentacdo. Salientamos que devemos ter
parcimdnia aos resultados encontrados em modelos animais quando extrapolado em humanaos,
todavia, o0 modelo animal é uma ferramenta de alta relevancia na pesquisa para estudar os
mecanismos de intervengdes alimentares sob um ambiente controlado e padronizado, além
disso, analisar os efeitos diretamente das estruturas cerebrais, em especial, o hipotalamo e o

ndcleo Accumbens.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia da ART sobre o comportamento alimentar e marcadores
bioquimicos envolvidos com o controle do apetite homeostatico e hedénico em ratos obesos

induzido por uma dieta.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o consumo alimentar em calorias e gramas e 0 peso corporal ao longo do
tempo;

e Avaliar os parametros murinométricos ao longo do tempo;

e Auvaliar os niveis plasmaticos de glicose, leptina, triglicerideos, colesterol total;

e Investigar o comportamento alimentar de saciedade;

e Investigar o comportamento motor e 0 comportamento alimentar hedénico;

e Avaliar o comportamento de preferéncia alimentar;

e Analisar o imunocontetdo do receptor de leptina no hipotalamo;

e Analisar o imunoconteldo das proteinas envolvidas com a neurotransmissao
dopaminérgica (enzima tirosina hidroxilase e receptor do tipo 2 de dopamina) no
nacleo accumbéns;

e Analisar marcadores inflamato6rios no hipotalamo.
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3. METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os tratamentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Institucional (CEUA-UFRGS de numero 43150), seguindo os cuidados preconizados pelas
diretrizes governamentais oficiais conforme a lei n® 11.794/2008 e as diretrizes do CONCEA,
em relacdo a experimentacdo animal (Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de
animais para fins cientificos e didaticos - DBCA) e eutanasia (Diretrizes da Préatica de
Eutanasia do CONCEA), indicadas pela Comissdo de FEtica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), bem como normativas
internacionais como o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (publicag¢do do
NIH N° 80-23, revisado em 1996) e as normas do “Canadian Council on Animal Care”
(CCAC).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, solicitados ao Biotério de Criacdo do
Departamento de Bioquimica desta Universidade. Os animais permaneceram em salas
especificas do Biotério Setorial do Departamento de Bioguimica, alojados em caixas-moradia
individuais a partir do recebimento, mantidos em ciclos claro-escuro de 12h/12h, a
temperatura constante de 22°C +/- 1°C com acesso a alimento e a dgua ad libitum. Os animais
foram mantidos em namero de 3 ou 4 animais por caixa moradia de propileno (41 x 34 x 17,8
cm) até o dia pos-natal 107. Posteriormente, foram eutanasiados por decapitacdo e coletadas

as estruturas cerebrais para anélises bioquimicas.

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para este estudo, ratos Wistar machos, de 21 dias de idade, foram desmamados e
separados para serem alocados em 2 grupos, onde receberam suas respectivas dietas por 6
semanas: (1) dieta padrdo (50% de carboidrato, 22% de proteina e 4% de gordura); e (2) dieta
hiperlipidica (25% de carboidrato, 28% de proteina e 42% de gordura). Os animais
alimentados com a dieta hiperlipidica foram chamados de grupo obesidade induzida por dieta
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(do inglés, diet-induced obesity — DIO), enquanto os animais alimentados com a dieta padréo
do biotério foi chamado de grupo controle.

Ap0s este periodo de 6 semanas, fase de inducdo a obesidade (DPN 63), os grupos
dieta padrdo e dieta hiperlipidica, alimentados com suas respectivas dietas experimentais,
foram subdivididos em quatro grupos experimentais e, posteriormente, submetidos ou néo ao
protocolo da ART:

(1) Grupo controle dieta padrdo (CTRL-DP);

(2) Grupo controle dieta padrdo submetido a alimentacdo com restricdo de tempo

(CTRL-DP + ART);

(3) Grupo obesidade induzida por dieta (DIO);

(4) Grupo obesidade induzida por dieta submetido a alimentacdo com restricdo de

tempo (DIO + ART).

Os animais submetidos a intervencdo da ART, tiveram uma janela aberta de
alimentacdo no periodo de 12 horas para que 0s animais tivessem acesso as suas respectivas
dietas ad libitum, ap6s a este periodo, os animais foram privados de suas dietas e
permaneceram em jejum de 12 horas ininterruptas. Os demais grupos que ndo foram
submetidos a ART permaneceram sendo alimentados ad libtium, com suas respectivas dietas,
até o final do experimento; a intervencdo dietética da ART foi realizada por 4 semanas (até o
DPN 94). No dia posterior, DPN 95, todos os grupos experimentais foram submetidos a um
jejum de 12h, inicio as 07h:00min até as 19h:00min, para a realizacdo do teste de glicemia em
jejum. Esse periodo de jejum de 12h foi estabelecido para ndo interferir com o jejum dos
grupos submetidos ART.

O experimento ocorreu respeitando as fases ciclicas de atividade bioldgica dos
animais, onde foi programado o acesso livre a alimentacdo (escuro/ativo) e a privacdo do
consumo alimentar (claro/jejum) em sincronia com o ciclo claro-escuro do alojamento onde
os animais foram mantidos durante todo o experimento (o ciclo claro-escuro do biotério é
estabelecido no periodo das 7h:00min as 19h:00min).

Durante todo o periodo experimental, foram avaliados 0s seguintes pardmetros nos
animais: o consumo caldrico, medidas murinométricas (peso corporal, comprimento corporal
e circunferéncias toracica e abdominal). Além do mais, foi avaliado durante o protocolo
experimental a medida da glicose e de corpos cetdnicos no plasma dos animais. A partir do
dia pos-natal 96 (DPN 96) os animais foram submetidos a tarefas comportamentais como:
campo aberto (DPN 96), sequéncia de saciedade comportamental (DPN 97 e 98) e consumo

de alimento doce no corredor alimentar (DPN 99 a 103) e preferéncia alimentar (DPN 105).
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As tarefas comportamentais foram realizadas no final da intervencdo do TRF (4 semanas),
durante a fase de atividade dos animais, periodo noturno, a partir das 19h:00min.

Apols a realizacdo dos testes comportamentais, os animais (DPN 107) foram
eutanasiados por decapitacdo, utilizando-se guilhotina. Os animais destinados a eutanasia
foram mantidos em outra sala até o0 momento em que foram levados, individualmente, para o
ambiente destinado a eutanasia, a fim de evitar o estresse entre 0s grupos. A sala em que 0s
animais foram mantidos foi adaptada ao ciclo escuro dos animais, isto €, foram mantidos em
uma sala escura e quando levados ao momento do sacrificio, 0s animais estavam sem contato
com a influéncia da luz até o momento da morte. Todo o procedimento foi realizado por
alunos e pesquisadores treinados.

O desenho experimental esta delineado na figura 1 abaixo:

DPN 64 DPN 95 DPN 107
DEN 21 Teste de glicemia Teste de glicemia Eutanasia \
o ] NTACA N\ i 5 v
INDUCAO A OBESIDADE ALIMENTACAO COMRESTRICAO DE TEMPO TESTES COMPORTAMENTAIS
« DPN9 DPN97-98 DPN99-103 DPN 105

>
e

e
§ . CA SSA CADCA PA
Ratos Wistar machos I % '* I ] —Le) -'
21 semanasdeidade 0 SEM . e 6 SEM 10 SEM e, o
| =y
i =i | 3
i i B
\ -
Y [L | - N Anilises
Meio Dia Bioguimicas
\ 12:00 ,
e CTRL-DP
-~ Fase inativaluz -
Jojum CTRL-DP +ART
DIO
DIO + ART
Crononutrigfio
= 06:00 da Homeostase 12:00 —=t
Energética

Meio da Noite
00:00

Legenda: Desenho experimental. Ap6s o desmame aos 21 dias de vida, os animais serdo divididos e destinados
a receber suas respectivas dietas experimentais, dieta padrdo ou dieta hiperlipidica por 6 semanas e,
posteriormente, serdo submetidos a interven¢do da alimentagdo com restricdo de tempo por mais 4 semanas. Os
testes comportamentais serdo iniciados no DPN 96: teste de campo aberto, sequéncia de saciedade, consumo de
alimento doce no corredor alimentar e preferéncia alimentar. No DPN 107, os animais foram eutanasiados e o
plasma e estruturas cerebrais foram coletados para analises bioquimicas.

CTRL-DP = Controle dieta padrdo; CTRL-DP + ART = Controle deita padrdo + alimentacdo com restricdo de
tempo; DIO = Obesidade induzida por dieta; DIO + ART = Obesidade induzida por deita + alimentacdo com
restricdo de tempo; DPN = Dia pds-natal; SEM = Semana; CA = Campo aberto; SSA = Sequéncia de saciedade
alimentar; CADCA = Consumo de alimento doce no corredor alimentar; PA = Preferéncia alimentar.

Nota: As linhas azul e dourado delineiam o periodo, semanas, em que 0s animais se alimentaram com as suas
respectivas dietas, hiperlipidica e padrao, ad libitum, enquanto as linhas tracejadas (azul e dourado) representam
0s animais submetidos a intervencdo dietética do jejum intermitente. A linha verde representa a Ultima etapa

experimental com os animais: a aplicabilidade dos testes comportamentais.
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3.4 PROTOCOLO E COMPOSICAO DA DIETA RICA EM GORDURA

A dieta rica em gordura sera enriquecida com 42% de gordura provinda de banha de
porco e 6leo de soja, conforme demonstrado na tabela 1 (ARCEGO et al., 2014). Esta dieta
foi composta por uma mistura de sal, vitaminas, proteina de soja purificada, metionina, lisina
e amido. Seu conteudo caldrico seré de 588,0 kcal/100g, em comparagdo com a ragdo padréo,
que contém 360,0 kcal/100g. A banha suina é rica em acidos graxos saturados, acidos
palmitico e oleico, enquanto o 6leo de soja é uma gordura poliinsaturada, rica em dmegas 3 e
6. Essas fontes de gorduras serdo utilizadas para reproduzir a base do consumo de gorduras
nas dietas ocidentais. Foi adicionado 1,6% (w:w) de 6leo de soja para fornecer uma
guantidade minima de acidos graxos do tipo 6mega-3 (SIMOPOULOQS, 2002).

Tabela 1: Composigéo nutricional/100 g de ragéo utilizada

Dieta E(rlfcrgjll)a Proteinas totais (g) Carboidratos totais (g) Lipidios totais (g)
Padrio 4 (0,62 de gordura
- 360,0 22 44,3 (de amido) saturada e 3,4 de gordura
(Nuvilab®) .
insaturada)
. . 42 (16 de gordura
Rica em 588,0 28 25 (12,5 de amido e saturada e 16 de gordura
gordura 12,5 de sacarose)

insaturada)

3.5 PROTOCOLO DA ALIMENTACAO COM RESTRICAO DE TEMPO

O JI é uma estratégia dietética que abrange diferentes protocolos e aplicabilidades de
forma individual, onde estabelece por um determinado periodo a privacdo ou a diminuicdo
significativa da ingestdo alimentar. O tempo determinado para a estratégia do jejum
dependerad da escolha do protocolo utilizado (GOTTHARDT; BELLO, 2017; MATTSON;
LONGO; HARVIE, 2017; CATTERSON et al., 2018; WILSON et al., 2018).

O jejum de tempo restrito ou alimentacdo com restricdo de tempo é um protocolo de
intervencdo dietética alternativo do JI, que concede a abertura de uma janela de tempo com
disponibilidade do consumo alimentar ad libitium por determinadas horas (3-4h, 7-9h, ou 10-
12h), ou uma janela média de jejum, privacdo do consumo alimentar, de 12 a 24 horas por dia
(LECHEMINANT et al., 2013).

O protocolo que foi utilizado neste estudo € o da alimentacdo com restricdo de tempo,

onde os animais ficaram 4 semanas (28 dias) ininterruptos, sob a privacgdo, jejum, da dieta por
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12 horas (07h:00min as 19h:00min) e disponibilidade a dieta ad libitium por 12 horas (19h:00
as 07h:00min) (BELKACEMI et al., 2012). A escolha do protocolo foi determinada com base
na literatura em estudos experimentais com roedores (BELKACEMI et al., 2012; VAN DER
MERWE et al., 2020; ZHANG et al., 2020) e estudos clinicos (DOMASZEWSKI et al., 2020;
JAMSHED et al., 2019).

3.6 MENSURACAO DAS MEDIDAS MURINOMETRICAS E DA COMPOSICAO
CORPORAL

3.6.1 Afericdo do peso corporal e dos marcadores murinométricos dos animais

A mensuracdo do peso dos animais foi realizada 1 vez por semana, em um horéario
fixo, utilizando uma balanca analitica com precisdo de 0.1g, para afericdo do peso expresso
em gramas.

Os marcadores murinométricos como a circunferéncia toracica (CT) (regido
mensuravel atras da pata dianteira), circunferéncia abdominal (AC) (regido mensuravel
anterior ao antepé) e o comprimento corporal (comprimento naso-anal), foram determinados
em todos os animais em 30, 60 e 90 dias (NOVELLI et al., 2007). A mensurag&o foi feita com
uma fita métrica e os animais foram aferidos sempre por dois avaliadores treinados durante

todo o experimento.
3.6.2 Determinacao dos indices de adiposidade e massa muscular

Para o célculo do indice de Adiposidade (IA) foi utilizada uma formula matemética,
expresso como o percentual de massa corporal total, onde a gordura individual representa as
porcdes do tecido adiposo branco (periretal, epididimal, inguinal, retroperitoneal e
mesentérico) e peso corporal total representa o peso do animal (SORATO, 2019). E para o
calculo do Indice de Massa Muscular (IMM), seré utilizada, analogamente, a mesma férmula
matematica descrita anteriormente, sendo que, as por¢des do tecido muscular gastrocnémio e

soleo, foram extraidos para mensurar o percentual de massa muscular.

TiGordura individual )(g) ¥ 100
Peso Corporal Total (g)

1A% =
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TlGastrocnémio + Séleol(g

IMMO% = ) X100

Peso Corporal Total (g)

3.7 MENSURACAO DA GLICEMIA EM JEJUM

A glicemia de jejum foi mensurada em dois momentos, no final da fase de inducéo a
obesidade e ao final da intervencdo com o protocolo da alimentagdo com restri¢do de tempo.
No dia do teste, os animais foram submetidos a um jejum de 12h, das 07h00min as 19h00min,
e posteriormente, foi realizada a mensuracao da glicemia de jejum. O sangue foi coletado por
meio de puncdo da veia caudal do animal e as concentragcfes de glicose foram mensuradas em
um aparelho de monitor de glicemia portatil Freestyle Optium Neo (Abbott Diabetes Care,
Séo Paulo, SP, Brasil) com tiras de teste para monitoramento especificas para glicose.

3.8 TAREFAS COMPORTAMENTAIS

3.8.1 Campo aberto

A tarefa de campo aberto foi realizada no DPN 96 e consiste em uma arena contendo
uma area central, aversiva para os ratos, e representa um modelo amplamente utilizado para a
avaliacdo tanto da atividade motora como de comportamentos relacionados a ansiedade
(PRUT e BELZUNG, 2003). O aparato consiste em uma arena de madeira com assoalho preto
(50x50 cm, altura 50 cm). Com o auxilio do programa de avaliacdo de imagens ANY -
MAZE®, a locomogdo central e periférica, a porcentagem de locomocdao central em relagdo a
locomocgdo total (locomocdo periférica e locomocdo central), cruzamentos e distancia
percorrida, foram avaliados durante 10 minutos ap6s o animal ser colocado no aparato. A

intensidade luminosa no centro do campo aberto seré de 50 lux.

3.8.2 Sequéncia de saciedade comportamental

Foi realizada no DPN 97 e 98. Os animais foram mantidos em estado de privagéo
alimentar previa por 4 horas antes da entrega da comida, das 15h as 19 horas; a restri¢do foi
feita apenas nos animais que ndo foram submetidos a intervencdo com a alimentagcdo com

restricdo de tempo, enquanto, os animais dos grupos da ART j& estavam em jejum
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estabelecido pelo proprio protocolo. A aplicabilidade deste teste foi realizada no inicio da fase
ativa dos animais, as 19h:00min, periodo cronometrado para o término do protocolo do jejum
e inicio da alimentacdo. A sequéncia de saciedade comportamental foi gravada por 1 hora.
Foram registradas as duracGes, em segundos, dos seguintes comportamentos: a) Alimentacéo:
0 registro iniciava quando o rato for observado ingerindo o alimento no comedouro; b)
Comportamento de grooming: avaliacdo das lambidas das patas dianteiras, movimentos das
patas dianteiras na cabeca e lambidas da regido ventral, o dorso e patas traseiras; ¢) Repouso:
o animal foi observado na posi¢éo de repouso, com o corpo apoiado no chdo da gaiola. Ainda,
foram registradas medidas de: ingestdo alimentar (diferenca de peso entre a quantidade (g) de
comida oferecida e rejeitada durante o periodo de 1 hora), duracdo da refeicdo (minutos que o
animal gastara se alimentando), taxa de alimentacdo (numero de calorias ingeridas pela
medida do tempo em Kcal/min), tamanho da refeicdo (quantidade de alimento ingerido por
unidade de peso corporal em Kcal/kg de peso corporal) e laténcia para inicio da alimentacéo
(em segundos) (HALFORD et al., 1998).

3.8.3 Consumo de alimento doce no corredor alimentar

A avaliacdo do consumo de alimento palatavel (Froot Loops) foi realizada a partir do
DPN 99 a 103. Previamente, os animais foram habituados as rosquinhas doces durante 3 dias
na caixa moradia e serdo submetidos a uma restricao alimentar de 20% do consumo alimentar
diario. A restricdo alimentar foi realizada nos animais que se alimentavam ad libitum, acesso
a alimentagdo no ciclo de 24h, enquanto os animais dos grupos submetidos a ART
participaram sem a restricdo estabelecida. O teste foi realizado durante 5 dias, sendo que, 4
dias foi determinado como fase de treinamento e o 5° dia foi determinado como o dia teste — a
restricdo alimentar foi realizada apenas nos primeiros cinco dias de treinamento, no quinto dia
0s animais participaram do teste alimentados de forma ad libitum, sem restri¢do, e os animais
dos grupos do ART seguem o protocolo conforme foi estabelecido. Os animais tiveram ragéo
padrdo ou dieta rica em gordura a vontade nas 24 horas anteriores ou 12 horas, conforme a
determinacédo dos protocolos de cada grupo. A quantidade de alimento ingerido, bem como a
laténcia para chegar e provar o alimento, em restricdo alimentar e no estado alimentado, foi
avaliada durante 3 minutos. O teste foi realizado no inicio da fase ativa dos animais, as
19h:00min.
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3.8.4 Preferéncia alimentar

O teste foi realizado no DPN 105, dias antes da eutanasia dos animais, com a
finalidade de entender melhor a preferéncia alimentar predominante pelas dietas
hiperpalataveis (hiperglicidica e hiperlipidica) e uma dieta isocaldrica (dieta padrdo). As trés
dietas foram ofertadas de forma simultaneas as 19h. Os animais que participaram do teste
foram isolados em caixa moradia unica, 1 hora antes do teste, as 18h, e as trés dietas foram
ofertadas na mesma quantidade por um periodo de 12 horas. Ao final deste periodo, foi
quantificado o consumo (a sobra) das dietas e 0s animais foram reagrupados aos seus devidos
protocolos experimentais. O consumo de cada dieta foi calculado individualmente pela
formula:

IA=0D - SA.
Onde, IA: Ingestéo alimentar; OD: Oferta da dieta e SA: Sobra alimentar.
A composicdo da dieta hiperlipidica e isocaldrica encontra-se na tabela (1); e na tabela

(2) abaixo, a composicao da dieta hiperglicidica.

Tabela 2: Composicédo da dieta hiperglicidica

Ingredientes Valores em g/kg
Soja 126
Amido 397,8
Sacarose 367,2
Banha de porco 10,9
Oleo de soja 98,1
Mix de vitaminas™ 10
Mix de minerais** 40
Lisina 25
Metionina 3
Macronutrientes Valores em kcal/%
Proteina 12,6
Carboidratos 76,5
Lipideos 10,9
Densidade Calorica (kcal/g) 3.4

Nota: mix de vitaminas* e minerais** baseados nas recomenda¢des do American Institute of Nutricion
(AIN93-G);

A composi¢do da dieta hiperglicidica foi preparada com base no modelo da composicdo da dieta
hiperlipidica utilizada neste mesmo estudo, os ajustes foram feitos no macronutriente carboidrato,
tornando-se uma dieta rica em carboidratos.

3.9 EUTANASIA DOS ANIMAIS

A eutanasia foi realizada no DPN 107, ap6s ao término dos testes comportamentais.

Para a realizagdo da andlise de imunocontedo de proteinas por Western Blotting, 0s animais
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foram rapidamente decapitados por guilhotina sem uso de anestesia. Justifica-se este tipo de
procedimento pela necessidade de ndo interferir na liberagdo de neurotransmissores, evitando
comprometer os resultados obtidos. O uso de doses anestésicas previas a decapitacdo ou
sobredosagem anestésica neste caso alteraria as propriedades intrinsecas e sinapticas das
celulas neurais, o que tornaria inviavel as avaliagdes bioquimicas propostas neste projeto.
Foram excluidos do estudo os animais que ndo estiverem de acordo com os critérios
avaliativos da metodologia, como por exemplo: Animais que de alguma forma apresentaram
alguma modificacdo metabdlica que interfira nos resultados da pesquisa. Animais que
apresentaram peso inadequado referente ao seu desenvolvimento fisiolégico, animais com
perda progressiva maior de 20% do peso corporal. Animais que durante o desenvolvimento da
pesquisa apresentaram alguma complicacdo patoldgica, assim como, perda de animais e/ou

tratamento inadequado.

3.10 ANALISES BIOQUIMICAS

3.10.1 Preparo das amostras

Para a realizacdo das técnicas de ELISA e Western Blotting, o plasma foi coletado, o
hipotalamo e o ndcleo accumbens foram dissecados e imediatamente congelados a -80°C para

posterior utilizacdo conforme cada técnica.

3.10.2 Marcadores inflamatorios

Os niveis de IL-1pB, IL-6 e TNF-a no hipotalamo foram medidos usando kits ELISA da
R&D Systems (IL-1B: Cat. No. DY501, (IL-6: Cat. No. DY506, IL-10: Cat. No. DY522,
TNF-a: Cat. No. DY510; Minneapolis, MN, EUA). 100 uL de anticorpo de captura (diluido)
foi usado para revestir placas de noventa e seis pocos e as placas foram incubadas durante a
noite a temperatura ambiente. Apds a incubacdo, cada pogo foi lavado com tampédo de
lavagem e bloqueado com tampé&o de bloqueio por 1 h. Apos a lavagem das placas, 100 uL de
amostras ou padrdes foram adicionados e incubados por 2 h em temperatura ambiente. A
placa foi entdo incubada a temperatura ambiente por 2 h com 100 pL de anticorpo de deteccao
em cada pocgo. Apds a incubagéo, as placas foram lavadas e 100 puL da solucdo de trabalho de

streptavidina-HRP foram adicionados, seguidos de 20 min de incubagdo. Posteriormente, 0s
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pocos foram substituidos por 100 uL de solugdo de substrato e a placa foi incubada por mais
20 min. Finalmente, a solugdo de parada foi adicionada e o contetdo da placa foi misturado
suavemente. Um leitor de microplacas foi usado para ler a absorbancia instantaneamente a

450 nm. Resultados expressos em termos de pg/mg de proteina.

3.10.3 Determinacao proteica

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry usando albumina
bovina como padrao (Lowry et al., 1951). Concentrag¢des iguais de proteina (40 ug/proteina

total), determinadas usando um kit comercial BCA Protein Assay (Thermo Scientific, EUA).

3.10.4 Parametros plasmaticos

Os niveis plasmaticos de leptina foram medidos usando Kits de ensaio ELISA
(Leptina, Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos), de acordo com as especificacbes do
fabricante. Os niveis de glicose foram mensurados em um aparelho de monitor de glicemia
portatil Freestyle Optium Neo (Abbott Diabetes Care, Sdo Paulo, SP, Brasil) com tiras de
teste para monitoramento especificas para glicose. Os niveis de colesterol total e triglicerideos
foram determinados por kits comerciais da Bioclin (Belo Horizonte, Brasil). As amostras
foram coletadas apds jejum de 12 horas, centrifugadas a 3000 rpm, 4°C e durante 10 minutos

para coleta apenas de plasma. Os resultados sdo apresentados em ng/mL.

3.10.5 Avaliacéo do imunocontetdo de proteinas por Western Blotting

A deteccdo de proteina nas amostras de hipotdlamo e ndcleo accumbens foi realizada
através de imunodeteccdo (ARCEGO et al., 2016). Foram utilizados anticorpos primarios
especificos para as seguintes proteinas: receptor para leptina, receptor para dopamina do tipo
2 e tirosina hidroxilase. Também foram utilizados anticorpos secundarios especificos (anti-
camundongo ou anti-coelho, conforme o anticorpo primario utilizado) ligados a peroxidase,
0s quais foram incubados com a proteina ligada ao anticorpo primario na sequéncia. A
imunorreatividade foi detectada pela emissdo de luz por quimioluminescéncia (ECL -
enhanced luminol-based chemiluminescent substrate), usando um detector de imagem digital

(Image Quant LAS 4000 GE Healthcare Life Sciences). Os blots foram quantificados por
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anélise de densitometria através do programa de analise de imagem ImageJ software (NIH,
Bethesda, Rockville, MD, USA).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados pelo programa SPSS Statistics 22.0 e representados em
graficos através do programa Prisma 5. Os dados paramétricos com distribuigdo normal serdo
analisados por Teste-t de Student, Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias (dieta e jejum
intermitente) ou medidas repetidas, utilizando o post-hoc de Tukey para ANOVA guando
indicado. Para analises de Medidas Repetidas a correcao de Greenhouse-Greisser foi aplicada
quando necessario (considerando a violagcdo da suposi¢do de esfericidade, como mostra o teste
de Mauchly). Ja para os dados ndo paramétricos foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis
seqguido do test-post-hoc de Bonferroni quando indicado. Os valores foram representados
através de média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os niveis de significancia foram aceitos
como diferentes quando o valor de p for menor ou igual a 0,05.

4. RESULTADOS

41 A ALIMENTACAO COM RESTRICAO DE TEMPO ALTERA O CONSUMO
ALIMENTAR E O PESO CORPORAL DOS ANIMAIS INDUZIDOS A OBESIDADE
POR UMA DIETA

Na fase de inducéo a obesidade os animais aumentaram o consumo alimentar ao longo
do tempo tanto em gramas (F [5,50] = 110,816, p < 0,001; Figura 2B) quanto em calorias (F
[3.36;50] = 123,335, p < 0,01; correcdo para Greenhouse-Geisser; Figura 2A). Ndo houve
diferengas significativas entre os grupos estudados P>0,05. Apo6s a fase de inducdo, 0s
animais foram submetidos a intervencdo dietética ou ndo da alimentacdo com restricdo de
tempo. Nessa fase houve também um efeito do tempo sobre o consumo alimentar em gramas
(F [3,24] = 18,313, p < 0,01; Figura 2B) e, em calorias (F [3,24] = 16,485, p < 0,01; Figura
2A) dos animais. Adicionalmente, houve uma interessante interacdo entre os fatores (tempo x
dieta x jejum), indicando que o protocolo da ART foi capaz de reduzir o consumo alimentar

dos animais que receberam dieta rica em gordura. Esse efeito foi observado tanto no consumo
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alimentar em gramas (F [3,24] = 3,040, p < 0,05; Figura 2B) quanto no consumo alimentar em
calorias (F [3,24] = 4,503, p < 0,02; Figura 2A).

Com relacdo ao peso corporal, avaliado durante a fase de inducdo, foi observado
apenas que 0s animais aumentaram o peso corporal ao longo do tempo (F [2,620; 180] =
2338,91, p < 0,001; correcdo para Greenhouse-Geisser; Figura 2C). Durante o protocolo da
ART foi possivel observar um efeito do tempo (F [1,619;84] = 138,824, p < 0,001; corre¢do
para Greenhouse-Geisser; Figura 2C), indicando que 0s animais continuaram se
desenvolvendo e aumentando o peso corporal ao longo do tempo. Também houve um efeito
do grupo DIO aumentando o peso corporal ao longo do tempo (F [1,619;84] = 10,433, p <
0,001; correcdo para Greenhouse-Geisser; Figura 2C). Outro resultado importante para o
nosso estudo foi evidenciado por uma interacdo entre os fatores (tempo x dieta x jejum),
indicando que os animais que consumiram uma dieta rica em gordura e passaram pelo
protocolo da ART reduziram o peso corporal ao longo do tempo (F [1,619;84] = 5,005,
p=0,016; correcdo para Greenhouse-Geisser; Figura 2C).
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Figura 2. A alimentacdo com restricdo de tempo altera o consumo alimentar e o peso corporal dos animais
induzidos a obesidade por uma dieta. (A) Ingestdo calorica (kcal/dia) durante a fase de indugdo a obesidade (0 a
6 semanas, n=6) e submetidos ou ndo a intervengdo da alimentagdo com restricdo de tempo (7 a 10 semanas,
n=3/grupos); (B) Ingestdo caldrica (g/dia) durante a fase de indugdo a obesidade (0 a 6 semanas, n=6) e
submetidos ou ndo & intervencdo da alimentagdo com restri¢do de tempo (7 a 10 semanas, n=3); C) Peso corporal
durante a fase de inducdo a obesidade (0 a 6 semanas, n=16) e submetidos ou ndo a intervencdo da alimentacéo
com restricdo de tempo (7 a 10 semanas, n=8). Dados calculados e expresso em média + EPM e analisados
estatisticamente pela ANOVA de medidas repetitivas. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi p
<0,05. (*) p <0,05 em comparacdo com o grupo DIO. Controle dieta padrdo (CTRL-DP); Obesidade induzida
por dieta (DIO); Controle dieta padrdo submetido a alimentagdo com restricdo de tempo (CTRL-DP + ART);

Obesidade induzida por dieta submetido a alimenta¢do com restri¢do de tempo (DIO + ART).

4.2 AS MEDIDAS MURINOMETRICAS AUMENTARAM AO LONGO DO TEMPO
COM O CONSUMO DE UMA DIETA RICA EM GORDURA

As medidas murinométricas foram avaliadas durante todo desenvolvimento
experimental. Na primeira etapa do estudo, considerada fase de inducdo a obesidade foi
verificado alguns pardmetros murinométricos nos animais. Aos 30 dias de vida pds-natal 0s
animais ndo apresentaram diferencas significativas nos pardmetros murinométricos avaliados
(P>0,05, Tabela 3). No entanto, ainda na fase de inducdo, os animais com 60 dias de vida pos-
natal que receberam dieta rica em gordura aumentaram a circunferéncia abdominal [t (30) =
0,438, p < 0,01; Tabela 3). Apos o protocolo do jejum, aos 90 dias de idade pds-natal, o grupo
DIO apresentou um maior ganho de peso (F [1,28] = 11,440, p = 0,02, Tabela 4), aumentou a
circunferéncia abdominal (F [1,28] = 5,653, p = 0,02, Tabela 4), a gordura total (F [1,27] =
18,903, p < 0,01, Tabela 4) e o indice de adiposidade (F [1,27] = 24,311, p < 0,01, Tabela 4).
Interessante foi observar que o grupo DIO +ART apresentou menor indice de massa muscular
em relacdo ao grupo CTRL-DP +ART (F [1,27] = 8,320, p < 0,01, Tabela 4). Com relacao aos
efeitos da ART, foi possivel observar uma reducdo da circunferéncia abdominal (F [1,28] =
66,163, p < 0,01, Tabela 4) e da circunferéncia toracica (F [1,28] = 6,684, p = 0,015, Tabela
4).

Tabela 3: Mensuracdo dos pardmetros murinonométricas ao longo da fase de indugédo a
obesidade nos periodos pos-natal 30 e 60.

FASE DE INDUCAO A OBESIDADE

DIA POS-NATAL

PARAMENTROS 30 60
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CTRL-DP DIO CTRL-DP DIO
GP (g/kg) 31,68 +£1,33 28,37 +1,54 239,68 £5,16 244,87 £5,37
CC (cm) 14,06 + 0,16 13,56 + 0,22 21,28 +0,14 21,43+0,15
CA (cm) 10,84 + 0,12 10,63 + 0,14 15,81 +0,19 18,78 + 0,23%
CT (cm) 9,12 +0,17 9,12+0,15 13,53 + 0,17 13,75+0,18

Legenda: Dados calculados e expressos em média + erro padrdo da média e analisados estatisticamente por
Teste t de Student. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi de p <0,05. (¥) p < 0,05 em comparacéo
ao grupo CTRL-DP. Ganho de peso (GP); Comprimento corporal (CC); Circunferéncia Abdominal (CA);
Circunferéncia Toracica (CT). Dia pés-natal (DPN); controle dieta padrdo (CTRL-DP) (n=16); Obesidade
induzida por dieta (DI10O) (n=16).

Tabela 4: Mensuracdo dos parametros murinométricos ao final da intervencdo da alimentagéo
com restricdo tempo, dia p6s-natal 90.

INTERVENCAO DA ALIMENTACAO COM RESTRICAO TEMPO

DIA POS-NATAL 90

PARAMETROS

CTRL-DP DIO CTRL-DP + ART DIO + ART
GP (g/kg) 45,87 +10,20 89,87 + 3,26" 41,87 £ 17,97 72,25 + 6,74*
CC (cm) 22 +0,36 22,50 + 0,37 21,37 £ 0,45 22,12 +0,40
CA (cm) 19,37+ 0,26 20,00 + 0,26 17,37 + 0,26" 17,93+ 0,19*
CT (cm) 16,12 + 0,39 16,37 + 0,41 14,68 + 0,36" 15,62 + 0,49"
GT (9) 12,73 + 1,63 21,58 + 4,09* 10,10 + 1,05 21,00 + 1,63"
IA (%) 3,75+ 0,40 6,14 + 1,03 2,95 + 0,24 5,83 + 0,32*
IMM (%) 1,25 + 0,40 1,20+ 0,39 1,31+0,39 1,15 + 0,217

Legenda: Dados calculados e expressos em média + erro padrdo da média e analisados estatisticamente pela
ANOVA de duas vias seguido de teste post-hoc de tukey quando indicado. O nivel de significncia estabelecido
para o teste foi p <0,05.

Controle dieta padrdo (CTRL-DP); Obesidade induzida por dieta (DIO); Controle dieta padrdo submetido a
alimentacéo com restri¢do de tempo (CTRL-DP + ART); Obesidade induzida por dieta submetido a alimentagdo
com restricdo de tempo (DIO + ART) (n=8). Ganho de peso (GP); Comprimento corporal (CC); Circunferéncia
abdominal (CA); Circunferéncia toracica (CT); Gordura total (GT); Indice de adiposidade (1A); Indice de massa
muscular (IMM).

43 A ALIMENTACAO COM RESTRICAO DE TEMPO MODIFICA A SEQUENCIA
DE SACIEDADE DOS ANIMAIS QUE RECEBERAM DIETA RICA EM
GORDURA
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A sequéncia a saciedade ¢é avaliada considerando quatro pardmetros: alimentacéo,
grooming, exploracdo e descanso. A saciedade comportamental é obtida quando ocorre um
ponto de transi¢do entre comportamento de alimentacéo para descanso. Ao final da refeicdo, é
esperado gque 0s ratos se engajem no comportamento de limpeza e exploracdo por um curto
periodo de tempo, e, em seguida, deve ocorrer o descanso. Quando presentes nesta sequéncia,
é possivel perceber o disparo da saciedade. O grupo controle apresentou uma saciedade
comportamental, com transi¢cdo entre alimentacdo e descanso entre os 35 a 40 minutos,
enguanto o grupo com acesso a DRG demonstrou uma saciedade mais antecipada, entre os 15
e 20 minutos de experimento. Aos 5 (F [1,24] = 7,77, p = 0,010, Figura 3), 10 (F [1.24] =
36,21, p < 0,001, Figura 3), 15 (F [1,24] = 20,55, p < 0,001, Figura 3), 20 (F [1,24] =71,87,p
< 0,001, Figura 3) e 25 minutos (F [1,24] = 5,45, p = 0,028, Figura 3) houve um efeito da
dieta em relacdo a alimentacdo, demonstrando que animais com acesso a DRG consumiram
menos e por um tempo menor. Os animais controles que passaram pelo protocolo da
alimentacdo com restricdo de tempo (CTRL-DP + ART) apresentaram uma sequéncia a
saciedade semelhante ao grupo CTRL-DP, ocorrendo por volta dos 35 minutos. Ja o grupo
DIO-ART (animais que consumiram uma DRG e foram submetidos a alimentacdo com
restricdo de tempo) demostrou uma sequéncia a saciedade mais tardia em relacdo ao grupo
DIO por volta dos 35 minutos. Estes dados demonstram que a manipulacdo dietética realizada
ndo interrompe a sequéncia comportamental de saciedade, apenas antecipa ou retarda, e
provoca mudancas no tempo gasto nas atividades de descanso e, principalmente, de
alimentacdo. Parametros microestruturais da alimentacdo como taxa de alimentacdo e
tamanho e duracdo da refeicdo também foram avaliados neste texto. O grupo DIO diminuiu a
duracéo da refeicdo (F [1,28] = 13,459, p=0,001, Tabela 5), demonstrando que 0s animais que
consumiram uma DRG passaram menos tempo se alimentando. Também foi observado um
efeito da DRG aumentando a taxa de alimentacdo (F [1,28] = 6,508, p<0,02, Tabela 5), uma

Vez que consomem por menos tempo uma refeicdo mais calérica.



Z

100
75
50
| 1111

25

Tempo gasto na atividade (%)

12 3 45 6 7 8 9 10 1112
Tempo

Z

(4 ~
g o

N
=

23456789101112
Tempo

1004
| ||
11 |

Tempo gasto na atividade (%)
o

o

w

25+

Tempo gasto na atividade (%)

i 2 3 4 5§ 6 7T 8 9 10 11 12
Tempo

100+ IIIIIII
251 || | ‘

12 3 45 6 7 8 9 1011 12
Tempo

=

~
(3]
1

o
(=3
1

Tempo gasto na atividade (%)
o

W Exploragio

mm Descanso
Limpeza

mm Alimentacdo

Em Exploragio
Descanso
Limpeza
BE Alimentagdo

mm Exploragio

e Descanso
Limpeza

m Alimentagdo

Bl [xploragido
| Descanso
Limpeza

EE Alimentagio

Al)
300+
2504

2004

Tempo (s)
@
<

1004

BI)
300+
2504
2004

1504

Tempo (s)

1004

50+

g

Tempo (s)
g

DI

3001
2504

200-

Tempo (s)
@
g

1004

50+

42

-0~ Alimentacdo
A Descanso
-% Grooming

Periodo

3 4 5 6 7

Periodo

8

9

10 1"

12

thr—ir—r—iir=t=—y
3 4 5 8 7

Periodo

T
8

T T T
a 10 1

-
12

‘}1»

2

Periodo

8

9

10 11

12

-®- Alimentacdo
4 Descanso
& Grooming

-8 Alimcntagdo
- Drescanso
& Crooming

-®- Alimentacio
Descanso
& Grooming



43

Figura 3: A alimentagdo com restricdo de tempo modifica a sequéncia de saciedade dos animais que
receberam dieta rica em gordura. O teste é apresentado em uma escala observacional em 12 periodos,
intercalados por um determinado tempo de 5 minutos. As barras representam as observacdes comportamentais,
expresso em porcentagem de atividades, determinadas em cada intervalo de tempo por periodo. (A) Grupo
controle dieta padrdo (CTRL-DP); (B) Grupo obesidade induzida por dieta (DIO); (C) Grupo controle dieta
padrdo submetido a alimentacdo com restri¢cdo de tempo (CTRL-DP + ART); (D) Grupo Obesidade induzida por
dieta submetido a alimentagdo com restri¢do de tempo (DIO + ART) (n=8).

Nota: Os gréaficos de linhas representam os mesmos dados expressos nos graficos de barras, numa determinada
escala de tempo (em segundos) por periodo, correspondentes aos comportamentos observados nos animais
(Alimentacdo, Descanso e Grooming). A linhas vertical pontilhada, representa o ponto de transicdo entre os
comportamentos alimentacéo e descanso. (Al) Grupo controle dieta padrdo (CTRL-DP); (BI) Grupo obesidade
induzida por dieta (DIO); (CI) Grupo controle dieta padrdo submetido & alimentacdo com restrigdo de tempo
(CTRL-DP + ART); (DI) Grupo obesidade induzida por dieta submetido a alimentagdo com restri¢cdo de tempo
(DIO + ART). Dados calculados e expresso em média + erro padrdo e analisados estatisticamente pela ANOVA

de duas vias. O nivel de significncia estabelecido para o teste foi p <0,05.

Tabela 5: Parametro microestrutural da refeicdo dos animais submetidos ou ndo a alimentacéo
com restricdo de tempo.

GRUPOS
PARAMETROS

CTRL-DP DIO CTRL-DP + ART DIO + ART

Tamanho da refeigéo
(keallky de peso) x 100 6,15 + 0,55 526 + 0,82 6,33+ 1,12 502+ 1,07
D“ra‘?a?nfi&r‘])refe"?ao 7.28+1,66 211+077* 718+ 1,70 2,82 +0,68"
Taxa de alimentagao 513 +1,80 14,11 + 3,79* 5,37 +1,98 9,73 + 2,39

(kcal/min)

Legenda: Dados calculados e expresso em média + erro padrdo e analisados estatisticamente pela ANOVA de
duas vias. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi p <0,05. (*) p < 0,05 em comparagdo com 0s
grupos CTRL-DP e CTRL-DP + ART. Grupo controle dieta padrdo (CTRL-DP); Grupo obesidade induzida por
dieta (DIO); Grupo controle dieta padrdo submetido & alimentagdo com restri¢cdo de tempo (CTRL-DP + ART);

Grupo obesidade induzida por dieta submetido & alimentago com restri¢do de tempo (DIO + ART) (n=8).

4.4 A DIETA RICA EM GORDURA E O PROTOCOLO DA ALIMENTACAO COM
RESTRICAO DE TEMPO MODIFICAM A BUSCA PELO ALIMENTO DOCE

A tarefa do corredor alimentar é dividida em 2 sessdes de treino e teste. Durante o
treino 0s animais estdo em restricdo alimentar enquanto no dia do teste os animais estdo
previamente alimentados. Durante o treino, houve efeito do tempo na laténcia para comecar a
comer (F [3,84] = 31,752, p < 0,01; Figura 4B), indicando que ao longo do tempo todos 0s

grupos apresentaram uma laténcia menor para comegar a comer as rosquinhas doces. Com
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relacdo a quantidade de rosquinhas consumidas foi observado um efeito do tempo (F [3,84] =
20,398, p < 0,001; Figura 4C) que mostrou que todos 0s animais consumiram mais ao longo
dos dias. No dia do teste, houve um efeito do grupo DIO (F [1,28] = 5,621, p = 0,025; Figura
4E), e do grupo DIO + ART (F [1,28] = 13,041, p < 0,001; Figura 4E), aumentando a laténcia
para comecar a comer o alimento doce. O grupo DIO também consumiu menos esse
alimento (F [1,28] = 15,480, p < 0,001; Figura 4F). Com relacdo a atividade locomotora ndo

houve diferencas significativas entre os grupos estudados P>0,005, Figura 4G).
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Figura 4: A dieta rica em gordura e o protocolo da alimentacdo com restricdo de tempo modificam a busca
pelo alimento doce. Os gréficos A, B e C séo resultados expressos do treinamento (dia 1 ao dia 4). (A) Laténcia
para chegar; (B) Laténcia para comer; (C) Consumo de alimento doce. Os gréficos D, F e G sdo os resultados
expressos do dia do teste (dia 5). (D) Laténcia para chegar; (E) Laténcia para comer; (F) Consumo alimento
doce; (G) Atividade locomotora (n=8). Dados calculados e expressos em média + erro padrdo e analisados
estatisticamente pela ANOVA de medidas repetitivas no treino e Anova de duas vias no dia do Teste. O nivel de
significancia estabelecido para o teste foi de p<0,05. (*) p < 0,05 em comparacéo ao grupo CTRL-DP; (*) p <
0,001 em comparacdo ao grupo DIO + ART. Controle deita padrdo (CTRL-DP); Obesidade induzida por dieta
(DIO); Alimentagdo com restricdo de tempo 12h (ART 12h); ad libtum 24h (acesso livre 24h).

45 DIETA RICA EM GORDURA INDUZ A PREFERENCIA PARA CONSUMIR
ALIMENTOS GORDUROSOS ENQUANTO A ALIMENTACAO COM RESTRICAO
DE TEMPO AUMENTA A PREFERENCIA PELO CONSUMO DE ALIMENTOS
RICOS EM ACUCAR

Na tarefa de preferéncia alimentar foi observado que o grupo DIO mostrou preferéncia
pela dieta rica em gordura [#® (3) = 16,559, p<0,01, Figura 5B], indicando um menor
consumo na dieta rica em aclcar e na dieta padrdo isocaldrica. JA os animais do grupo
controle dieta padrdo (CTRL-DP) submetido ou ndo ao protocolo da alimentagdo com
restricdo de tempo (CTRL-DP + ART), preferiram consumir uma dieta rica em aglcar [»? (3)
= 22,85, p<0,01, Figura 5A].
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Figura 5: Dieta rica em gordura induz a preferéncia para consumir alimentos gordurosos enguanto a
alimentacdo com restricdo de tempo aumenta a preferéncia pelo consumo de alimentos ricos em agucar. (A)
Consumo da dieta rica em agucar; (B) Consumo da dieta rica em gordura; (C) Consumo da dieta padrdo (n=8).
Para os dados nédo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis, seguido de Bonferroni. () p < 0,01 em
comparacao entre os grupos (CTRL-DP vs DIO e CTRL-DP vs DIO + ART). Controle deita padrdo (CTRL-DP);
Obesidade induzida por dieta (DIO); Controle deita padrdo submetido a alimentacdo com restricdo de tempo

(CTRL-DP + ART); Obesidade induzida por dieta submetido a alimentagcdo com restricdo de tempo (DIO +
ART).

4.6 O CONSUMO DE UMA DIETA RICA EM GORDURA SUBMETIDO OU NAO AO

PROTOCOLO DA ALIMENTACAO COM RESTRICAO DE TEMPO MODIFICAM
PARAMETROS METABOLICOS

Na fase de inducdo a obesidade (por volta dos 60 dias de vida pds-natal), o grupo DIO
aumentou os niveis sanguineos de glicose [t (30) = 2,783, p < 0,01; Figura 6A). Apo0s 0
protocolo da ART, DPN-90, os niveis glicémicos do grupo DIO ainda permaneceram
elevados (F [1,30] = 5,556, p = 0,026; Figura 6B). Também foi possivel verificar que a ART
induziu um aumento nos niveis de glicose sanguinea (F [1,30] = 23,569, p = 0,01; Figura 6B).
Ao término dessa fase experimental, foi verificado os niveis plasmaticos de leptina,
triglicerideos e colesterol nos animais. Os resultados mostraram que o grupo DIO aumentou
0s niveis plasmaticos de triglicerideos (F [1,16] = 16,223, p<0,001) e leptina (F [1,16] =
10,949, p < 0,01), (Tabela 6). Enquanto os grupos submetidos a ART diminuiram os niveis de
colesterol (F [1,16] = 10,949, p<0,01) e de leptina (F [1,16] = 13,530, p=0,002) no plasma dos
animais (Tabela 6).
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Figura 6: O consumo de uma dieta rica em gordura submetido ou ndo ao protocolo da alimentacdo com

restricdo de tempo modificam parametros metabdlicos. (A) Glicemia de jejum (n=16), DPN 60; (B) Glicemia
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de jejum (n=8), DPN 90. A glicemia de jejum foi mensurada em dois momentos do estudo, apés ao final da fase
de inducdo a obesidade (DPN-60) e, posteriormente, ao final do protocolo da alimentagdo com restricdo de
tempo (DPN 90). Dados calculados e expressos em média + EPM e analisados estatisticamente pelo Test-t
student para a fase de inducéo e na fase do jejum, ANOVA de duas vias, seguida do teste post-hoc de Tukey
quando indicado. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi de p<0,05. (") em comparagdo entre 0s
grupos (DIO vs CTRL-DP) e (DIO vs DIO + ART). Controle deita padrdo (CTRL-DP); Obesidade induzida por
dieta (D10); Alimentacdo com restricdo de tempo 12h (ART 12h); ad libtum 24h (acesso livre 24h).

Tabela 6: Mensuracao plasmatica de marcadores bioquimicos nos animais submetidos ou ndo
a intervencdo da alimentacdo com restri¢do de tempo.

GRUPOS
PARAMETROS BIOQUIMICOS
DP DIO DP + ART DIO + ART
Triglicerideos (mg/dL) 34,72 + 1,80 49 + 3,39* 34,68 + 1,86 43,93 + 4,22¢
Colesterol (mg/dL) 39,11 +2,02 41,15+ 3,75 31,06 + 2,44* 31,04 + 2,44*
Leptina (mg/dL) 1262,84+ 171,30  3952,40 + 719,19 563,42 + 66,93 1894,60 + 104,14

Legenda: Os pardmetros bioquimicos foram analisados apds a intervencdo da ART. Dados calculados e
expressos em média + EPM e analisados estatisticamente pela ANOVA de duas vias seguida de post-hoc de
Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi de p <0,05. (*) p < 0,05 em comparagéo entre os
grupos (DIO vs DIO + ART), (CTRL-DP vs CTRL-DP + ART); () p < 0,01) diferente de todos os grupos.
Controle dieta padrdo (CTRL-DP); Obesidade induzida por dieta (DIO); Controle dieta padrdo submetido a
alimentacdo com restricdo de tempo (CTRL-DP + ART); Obesidade induzida por dieta submetido a alimentacéo
com restricdo de tempo (DIO + ART) (n=8).

4.7 A ALIMENTACAO COM RESTRICAO DE TEMPO AUMENTA OS NIVEIS DE
CITOCINAS NO HIPOTALAMO

Com relacdo aos marcadores inflamatorios no hipotalamo foi observado uma interagéo
entre os dois fatores (Dieta x Jejum) na citocina IL-6 (F [1,11] = 6,387, p=0,028; Figura 7A),
indicando que os grupos DIO e ART aumentaram a quantidade dessa citocina, mas quando os
fatores estavam juntos houve uma reducdo (DIO + ART). A ART também promoveu o
aumento das citocinas IL1-B (F [1,13] = 8,204, p=0,013; Figura 7B) e TNF-a (F [1,10] =
8,349, p=0,016; Figura 7C) no hipotadlamo dos animais.
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Figura 7: A alimentacdo com restricdo de tempo aumenta os niveis de citocinas no hipotalamo.

(A) Expressdo de IL-6 no hipotdlamo (n=3-4); (B) Expressdo de IL1-B no hipotalamo (n=4-5); (C) Expressdo de
TNF-a no hipotdlamo (n=3-4). Dados calculados e expresso em média + EPM e analisados estatisticamente pela
ANOVA de duas vias seguido com o pos-teste Tukey. O nivel de significAncia estabelecido para o teste foi p
<0,05. (") p < 0,05 em comparagdo ao grupo DIO; () p < 0,05 ART 12h vs ad lib 24h. Controle deita padréo
(CTRL-DP); Obesidade induzida por dieta (DIO); Alimentacdo com restricdo de tempo 12h (ART 12h); ad
libtum 24h (acesso livre 24h).

4.8 MARCADORES ENVOLVIDOS COM O CONTROLE DO APETITE SAO
ALTERADOS PELA DIETA RICA EM GORDURA E PELA ALIMENTACAO COM
RESTRICAO DE TEMPO

Uma interacdo entre os dois fatores (Dieta x Jejum) foi observada no imunocontetdo
do receptor de dopamina do tipo D2 (F [1,16] = 5,116, p=0,038; Figura 8A). Essa interacdo
indicou que o grupo DIO reduziu o imunocontetdo do receptor, mas quando associado a ART
houve um aumento, mas sem chegar nos niveis do grupo controle. O grupo DIO também
apresentou uma reducdo no imunocontetdo da proteina tirosina hidroxilase (F [1,11] = 5,109,
p=0,045; Figura 8B). No entanto, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos

estudados no imunocontetdo do receptor de leptina (Figura 8C).
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Figura 8: Marcadores envolvidos com o controle do apetite sdo alterados pela dieta rica em gordura e pela

alimentacao com restrigdo de tempo. (A) Imuncontetido do receptor de dopamina D2 (n=5); (B) Imuncontetdo

do receptor de tirosina hidroxilase TH (n=3-4); (C) Imunconteldo do receptor de leptina (n=5). Dados

calculados e expressos em média = EPM e analisados estatisticamente pela ANOVA de duas vias seguido com o

teste de pos-hoc Turkey. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi de p <0,05. (") p < 0,05 em

comparacdo ao grupo DIO; (*) p < 0,05 em comparacéo ao grupo CTRL-DP. Controle deita padrdo (CTRL-DP);
Obesidade induzida por dieta (D10); Alimentagdo com restricdo de tempo 12h (ART 12h); ad libtum 24h (acesso

livre 24h).
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5. DISCUSSAO

A obesidade é uma doenca metabdlica cronica que afeta bilhdes de pessoas no mundo
e pode desencadear um aumento de complicacdes na salde da populacéo, incluindo diabetes
do tipo 2, doencas cardiovasculares, doencas hepaticas, neurodegeneracdo entre outras (TSAI
et al., 2013; BRUNING, 2000; WANG et al., 2001). Estudos em humanos mostram que 0
tratamento e prevencdo da obesidade é baseado no controle do peso corporal e na reducdo da
adiposidade (DAVIS, 2004). Nesse sentido, os profissionais da area da saude, assim como, 0s
pesquisadores buscam estratégias farmacologicas e ndo farmacoldgicas que visam prevenir o
desenvolvimento de patologias relacionadas a obesidade. No nosso estudo, buscamos, através
de uma estratégia ndo farmacoldgica, compreender e reverter os efeitos metabolicos e
comportamentais induzidos por um consumo cronico de uma dieta rica em gordura saturada.
Assim, investigamos os efeitos da alimentacao por restricdo de tempo, um protocolo de jejum
intermitente, sobre os efeitos induzidos por uma dieta rica em gordura saturada oferecida ad
libitum para os animais. A pratica do jejum intermitente, como uma estratégia nutricional,
ganhou grande visibilidade na populacdo nos ultimos anos, reforcando o nosso interesse de
compreender os efeitos da alimentacdo por restricio de tempo sobre o comportamento
alimentar homeostatico e heddnico em ratos obesos induzido por uma dieta.

O nosso primeiro questionamento era se uma dieta com 42% de gordura saturada
oferecida ao longo do desenvolvimento ja seria capaz de induzir um fenétipo de obesidade
nos animais na idade adulta. Nessa etapa do estudo nds chamamos de fase de inducdo a
obesidade. Os resultados do presente estudo mostraram gque o consumo crénico de uma dieta
rica em gordura foi capaz de induzir obesidade nos ratos adultos. A confirmacdo desse
fendtipo foi obtida por alteracdo no peso corporal, em medidas murinométricas, e em
parametros metabdlicos. Os animais apresentaram maior peso corporal ao longo do tempo,
acumularam mais gordura abdominal, apresentaram maior circunferéncia abdominal e
consequentemente maior indice de adiposidade. Ao longo do protocolo experimental também
foi possivel verificar aumento da glicemia. A dieta rica em gordura também foi capaz de
aumentar os niveis plasmaticos de triglicerideos e de leptina. Estudos mostraram que para
avaliar a obesidade em roedores é importante encontrar alteracGes em alguns parametros tais
como: peso corporal, gordura total, concentracdo plasmatica hormonal, glicemia, perfil
lipidico, saude hepatica e inflamacdo (BRUNING et al.,, 2000; WANG et al., 2001;
SUNDARAM; YAN, 2016; BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007). Os
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nossos resultados apresentaram varios pardmetros alterados pelo uso da dieta gordurosa ad
libitum, indicando que o tempo de protocolo, o tipo, a quantidade de gordura e oferta por 24
horas na caixa-moradia foram eficientes para induzir o fendtipo obeso nos animais na idade
adulta.

Os animais submetidos cronicamente a uma dieta rica em gordura saturada
apresentaram altos niveis plasmaticos de leptina, aumento do peso corporal, acimulo de
gordura total (mesentérica, epididimal e gonadal) sem reducdo do consumo caldrico ao longo
do tempo. O hormonio leptina é expresso nos adipocitos como um sinal de adiposidade, e 0s
niveis de leptina no plasma e no tecido adiposo é paralelo a massa do tecido adiposo
(FRIEDMAN, 2019). Além disso, esse horménio age no hipotdlamo em receptores
especificos (por exemplo: OBRb) em distintas populagdes de neurdnios para reduzir o apetite,
aumentar o gasto energético e agir como um sinal de saciedade (KWON; KIM; KIM, 2016;
FRIEDMAN, 2019). No entanto, quando ocorre um aumento nos niveis de leptina circulantes
sem a prevencao do ganho de peso, é possivel que possa estar ocorrendo resisténcia aos sinais
mediados pelo horménio leptina (KWON; KIM; KIM, 2016; FRIEDMAN, 2019). Baseado
nesse contexto, é possivel que os animais do grupo DIO estejam apresentando resisténcia a
leptina, um fator também observado no fendtipo da obesidade.

Um outro resultado do nosso estudo relevante para a discussdo foi sobre o consumo
calorico dos animais. O grupo DIO ndo consumiu mais calorias em relacdo ao grupo controle
com dieta padrdo de biotério ao longo do tempo. Sabe-se que o0 excesso de calorias €
importante para o desenvolvimento da obesidade (KOHSAK et al., 2007), mas dietas ricas em
gordura saturada tem alta densidade cal6rica e uma grande capacidade de induzir a saciedade,
que pode reduzir o consumo alimentar. No entanto, um menor consumo calérico deste tipo de
dieta, j& € capaz de aumentar o peso corporal e acumular gordura total nos animais
(DUNCAN et al., 2016. KOHSAK et al., 2007). Os nossos resultados estdo de acordo com
esses estudos, uma vez que ndo observamos um aumento do consumo caldrico, mas 0s
animais aumentaram o peso corporal ao longo do tempo e o acimulo de gordura total.

O consumo cronico de uma dieta com alto teor de gordura ad libitum altera
expressivamente varios marcadores plasmaticos que atuam na regulacdo da homeostase
energética (BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007). Sendo assim, propomos
investigar se a alimentacdo com restri¢cdo de tempo durante a fase ativa dos animais (onde foi
programado o acesso livre a alimentagdo, 19h:00min a 07h:00min, e a privagdo do consumo
alimentar, 07h:00min 19h:00min), seria capaz de melhorar esses parametros metabolicos que

foram alterados pelo consumo cronico de uma dieta com alto teor de gordura saturada. Os
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diferentes protocolos de ART tém demonstrados por diversos estudos que o jejum
intermitente pode ser uma estratégia ndo farmacolodgica eficiente que protege contra
disfuncdes metabdlicas relacionadas a obesidade (HATORI et al., 2012; SHERMAN et al.,
2012; SHI et al., 2013; CHAIX et al., 2014; CHUNG et al., 2016; DELAHAYE et al., 2018).
O grande beneficio do protocolo de ART ¢é na reorganiza¢do do padréo alimentar circadiano,
em uma melhor adaptacdo metabodlica no controle homeostatico e na prevencdo ou
manutencdo da obesidade (LONGO; MATTSON, 2014). Os nossos principais resultados
mostraram que a alimentacdo com restricdo apenas na fase ativa/escura (por 12h) foi capaz de
reduzir a circunferéncia abdominal, circunferéncia tordcica, os niveis plasmaéticos de
colesterol e de leptina nos animais. Além disso, o protocolo de ART reduziu o peso corporal
ao longo do tempo e apresentou uma tendéncia em reduzir os niveis plasmaticos de leptina
nos animais que consumiram dieta rica em gordura. Interessante também, foi verificar que os
animais do grupo DIO associado ao protocolo de alimentagdo por restricio de tempo
mostraram reducdo nos niveis da interleucina-6 (IL-6) no hipotalamo. No entanto, o protocolo
da ART também aumentou os niveis plasméaticos de glicose e aumentou 0s niveis
hipotalamicos das citocinas IL-1p e TNF-a.

Consistente como 0s nossos achados, outros estudos com diferentes protocolos
mostraram que essa estratégia nutricional de restringir o tempo da alimentacdo é eficiente e
capaz de interferir no peso corporal, na adiposidade e, em varios parametros metabolicos
(ARBLE et al., 2009; Hatori et al., 2012; MORAN-RAMOS et al., 2016; SHERMAN et al.,
2012). Por exemplo, o estudo de Hatori et al. (2012) mostrou gue ratos alimentados com uma
dieta rica em gordura por 18 semanas apenas na fase escura ganharam menor peso corporal
em relacdo aos animais alimentados ad libitum. Outro estudo mostrou que 0s animais
ganharam 2,5 vezes mais peso corporal quando alimentados com uma dieta rica em gordura
por seis semanas durante a fase clara em comparacdo com a fase escura (ARBLE et al., 2009).
J& o0 estudo de Sherman et al., (2012) que avaliou por um periodo mais longo, observou que 0s
animais alimentados com uma dieta rica em gordura por 18 semanas, s6 durante a fase ativa
dos animais (escura), ganharam 18% menos de peso corporal, apresentaram uma reducéo de
30% nos niveis plasmaticos de colesterol e apresentaram uma melhora na sensibilidade a
insulina do que os animais alimentados ad libitum. Contrario a esses achados, o estudo de
Yasumoto et al. (2016) mostrou que os animais alimentados com uma dieta rica em gordura e
acucar durante a fase clara (fase em que os animais estdo menos ativos) ganharam mais peso
corporal, aumentaram o0s niveis plasmaticos de insulina e leptina, aumentaram a adiposidade,

acumularam gordura no figado e apresentaram elevada expressdo de genes envolvidos com a



54

lipogénese, comparados com os animais alimentados s6 na fase ativa. Oishi et al. (2018)
também verificou que utilizando um protocolo de alimentacdo durante a fase de descanso dos
animais (fase clara) so por duas semanas foi suficiente para induzir resisténcia a leptina, fator
chave gue contribui para alteracdes metabdlicas e para o desenvolvimento da obesidade. Com
base nesses estudos, é possivel enfatizar a importancia de respeitar o ciclo circadiano
alimentar do roedor, pois os protocolos do jejum intermitente realizados sem respeitar o ciclo
circadiano pode alterar a expressdo de genes envolvidos com o metabolismo da glicose e
induzir um aumento na leptina plasmatica e consequentemente, uma resisténcia aos efeitos da
leptina e insulina nos animais. Por outro lado, um protocolo de alimentagdo que respeite o
ciclo circadiano, respeitando uma janela alimentar na fase ativa dos animais mostrou
beneficios para reduzir os desfechos negativos sobre o peso corporal, a hiperfagia e
0 metabolismo.

Baseado nos resultados encontrados nesse estudo, é possivel imaginar que o consumo
crénico de uma dieta rica em gordura ao longo da vida pode estar alterando 0s ritmos
circadianos e induzindo um prejuizo no controle do apetite. Em contrapartida, o protocolo de
alimentacdo por restricdo de tempo parece estar induzindo uma reorganizacao desse controle,
uma vez que foi visto que os animais do grupo DIO +ART reduziram o consumo alimentar, o
peso corporal ao longo do tempo e tiveram uma tendéncia a diminuir os niveis plasmaticos de
leptina. Assim, nds tivemos o interesse de investigar o comportamento alimentar dos animais
para conseguir compreender as alteracbes murinométricas e metabolicas encontradas nos
animais.

Nesse sentido, para obter uma melhor compreensdo do controle do apetite
homeostatico, nés utilizamos uma tarefa que avalia a sequéncia comportamental de saciedade
(SCS). A SCS foi demonstrada pela primeira vez por Ritcher (1922). A sequéncia é
determinada quando o animal termina de se alimentar e se engaja em comportamentos de
limpeza e exploragéo, e logo em seguida, repousa ou dorme. Esses dados foram comprovados
por Antin et al. (1975), onde observaram que 0s ratos ap0s pararem de se alimentar,
comecavam a fazer comportamentos de limpeza e exploragdo e, logo ap6s, repousavam ou
dormiam. A hip6tese de que a SCS pode ser alterada pelo consumo crénico de uma dieta rica
em gordura ad libitum num ciclo de 24 horas, assim como, pela restricdo da disponibilidade
de alimentos a uma janela de 12 horas durante a fase ativa dos animais foram embasadas
pelos nossos resultados. Foi observado que a manipulacdo dietética e o protocolo da

alimentacdo com restricdo de tempo ndo interromperam a sequéncia comportamental de
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saciedade, apenas anteciparam ou retardaram o disparado da saciedade, e provocaram
mudangas no tempo gasto nas atividades de descanso e, principalmente, de alimentacéo.

Os ritmos circadianos tém um papel fundamental na sincronizacdo dos processos que
controlam a ingestdo alimentar e garante o controle homeostatico energético. No entanto, a
perda desses ritmos pode ocasionar distdrbios metabdlicos e o desenvolvimento da obesidade,
assim como, a obesidade induzida por dieta pode interromper esses ritmos potencializando o
problema (PAGE et al., 2020).

No nosso estudo observamos que 0S animais que consumiram uma dieta rica em
gordura (DIO) tiveram um disparo de saciedade antecipado quando comparado com 0 grupo
controle, que receberam uma dieta padrdo do biotério. Foi observado também que o grupo
controle (CTRL-DP) teve um maior tempo de alimentacdo que o grupo DIO. Estudos tém
demonstrados que a disponibilidade de dietas densas em calorias podem afetar o sistema
circadiano alimentar. Por exemplo, roedores alimentados com uma dieta rica em gordura
alteram seu padréo de ingestdo alimentar exibindo um comportamento de “pastoreio”, com
uma maior ingestdo de alimentos durante a fase leve (periodo inativo, jejum) em comparacao
com animais alimentados com uma dieta padrdo do biotério (KENTISH et al., 2016;
KOHSAKA et al., 2007). Esses achados foram associados com a interrup¢do dos ritmos da
alimentacdo mediados pela perda na sinalizagdo da saciedade. Entretanto, ndo esté claro se o
comportamento de “pastoreio” estd sendo induzido pela interrupcdo dos ritmos da
alimentacdo mediada pela perda da sinalizacdo da saciedade ou vice e versa. Essas alteractes
no comportamento alimentar pode ser uma explicacdo do porqué os animais do grupo DIO
apresentaram um disparo de saciedade antecipado. Nossas perspectivas futuras é avaliar o
consumo circadiano alimentar dos nossos grupos experimentais durante 0s seus respectivos
ciclos de alimentacdo-jejum, e confirmar a hipOtese de que 0s animais que receberam uma
dieta rica em gordura tiveram seus ritmos de alimentacéo alterados.

Em condic¢des habituais, os roedores noturnos se alimentam em conformidade a um
padréo circadiano arrastado por alteracbes na iluminacdo do ambiente (LEVITSKY 1970;
ZUCKER 1971). A ingestdo de alimentos durante a noite é, geralmente, o dobro do que a do
dia (KERSTEN et al. 1980; ZUCKER 1971). Kentish, (2013), demonstrou que roedores
expostos sob um padrdo de ciclo de 12/12h, claro-escuro, alimentados com uma dieta padrdo
ad libitum apresentaram ritmos diurnos na ingestdo de alimentos, consumindo cerca de 60 a
80% de suas necessidades energéticas durante a fase escura. Correlacionando com esses
achados, em nosso estudo, 0s animais que consumiram uma dieta padréo do biotério (CTRL-

DP e CTRL-DP + ART), apresentaram um padrdo alimentar semelhante aos dos autores
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supracitados, também, podemos observar que o consumo alimentar logo nos periodos iniciais
desses dois grupos foram maior do que os dos seus homodlogos, no entanto, o disparo de
saciedade (momento determinado pela transi¢ao do “parar de comer para o repouso’’) foi mais
tardio no grupo CTRL-DP + ART. Vale salientar que em nosso estudo ndo mensuramos 0
consumo alimentar peridédico de 24 horas dos nossos grupos experimentais, mas podemos
dizer a partir do teste da CSC, onde avaliamos o inicio da ingestdo alimentar na fase ativa,
periodo de 1 hora, que os grupos CTRL-DP e CTRL-DP + ART tiveram uma maior ingestao
de alimentos em comparacdo com 0s animais que consumiram uma dieta rica em gordura
(DIO e DIO + ART).

Para uma melhor compreenséo sobre o padrdo de comportamento alimentar, autores
explicam que o consumo alimentar espontaneo de ratos sdo observados por uma interacdo de
dois mecanismos que determinam a ingestdo diaria de alimentos: o primeiro, a alimentacdo ao
entardecer, inicio da noite, que esta relacionada a regulacdo homeostatica das necessidades
energeéticas aguda; e a segunda, alimentacdo ao amanhecer, horas finais do periodo ativo, que
esta relacionada a regulacdo circadiana, que serve para abastecer 0s estoques de energia para
0 periodo de jejum (descanso) (RIVERA-ESTRADA et al., 2018).

Os ritmos circadianos ndo sdo regulados unicamente pelo ciclo claro-escuro. A comida
é determinada como um potente Zeitgeber, que regulam os relégios do trato gastrointestinal.
O consumo cronico de uma dieta com alto teor de gordura provoca uma interrupgdo nos
ritmos da alimentacdo provocando uma dessincronizacdo dos reldgios circadianos (PAGE et
al.,, 2020). A alimentacdo com restricdo de tempo é eficaz na reorganizacdo do
comportamento e da fisiologia alimentar (MISTLBERGER et al., 2009; STEPHAN et al.,
2002). Essa restricdo da disponibilidade de alimentos estreita a uma janela diaria, impulsiona
um surto de atividade, denominada atividade antecipatéria de alimentos. O controle dos
relégios circadianos enddgenos é consistente com 0s mecanismos apresentados pelas
atividades antecipatorias de alimentos, ao invés de ser mediado pela alimentacéo. Isto é, se 0
periodo do acesso a alimentacdo € arrastado abruptamente, a fase inicial da atividade
antecipatdria de alimentos so sera ressincronizado em alguns dias. Além do mais, a privacgao
completa de alimento ao animal, fara com que a atividade antecipatdria de alimentos persista
até enquanto o jejum estiver mantido (MISTLBERGER et al., 2009; STEPHAN et al., 2002).
Essa exibicdo da atividade antecipatéria de alimentos inclui em um aumento da atividade
locomotora, atividade de enzimas digestivas, temperatura e motilidade gastrointestinal, horas
antes da disponibilidade de alimentos para os animais (STEPHAN et al., 2002,
BOULAMERY-VELLY et al., 2005; COMPERATORE; STEPHAN, 1987).
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Tahara e Shibata (2013) demonstraram em seu estudo que ratos submetidos ao
protocolo da ART apresentaram um aumento na temperatura corporal e na atividade
locomotora 2-3 horas do acesso ao alimento, propondo que esses animais antecipam o tempo
da alimentacao por meio fatores internos de prevencdo do tempo denominado como oscilador
arrasto pelo alimento. Constatamos em nossos dados que os animais submetidos ao protocolo
da ART (CTRL-DP + ART e DIO + ART), apresentaram um maior tempo de atividade nos
comportamentos de exploracdo e Grooming (comportamento de limpeza feito pelo animal) ao
longo do teste da SCS. O comportamento de exploracdo dos animais também pode estar
relacionado com a atividade locomotora. Foi avaliado a atividade locomotora dos animais em
nosso estudo, mas ndo encontramos diferenca significativa entre os grupos. Uma limitacéo do
nosso estudo foi ndo ter avaliado a atividade antecipatdria alimentar dos animais 1 ou 2 horas
antes de iniciarem a se alimentar durante a fase ativa (as 19h, horario sincronizado para o
inicio da alimentacdo dos grupos submetidos a ART).

Como descrito anteriormente, que a alimentacdo com restricdo de tempo pode oferecer
mecanismos para reforcar e realinhar os ritmos da alimentacdo. Os nossos dados demonstram
que o grupo CTRL-DP + ART apresentou um disparo de saciedade num periodo (entre 30 e
35 minutos) menor do que o grupo CRTL-DP (40 minutos). E quanto os animais que se
alimentaram com uma dieta rica em gordura, o grupo DIO + ART apresentou um disparo de
saciedade bem mais tardio (35 minutos) do que o grupo DIO. Entretanto, uma observacgédo
interessante € vista na alimentacdo dos grupos CTRL-DP + ART e DIO + ART, esses animais
tiveram um consumo alimentar relativamente gradual ao longo dos periodos avaliados no
teste. Ha evidéncias na literatura de que o controle circadiano da ingestdo de alimentos é
apontado pela hiperfagia transitoria logo apds a privacao de alimentos. Isto é, a quantidade de
alimentos ingeridos no decorrer de uma refeicdo atipica (onde ndo é o habitual do animal se
alimentar) necessita dependentemente do tempo de reintegracdo diario da alimentacdo, e ndo
apenas decorrente as respostas dos periodos de jejum (PERELLO et al., 2014). Isso pode
explicar a diferenca no padrdo do comportamento alimentar apresentados pelos grupos
experimentais no teste da SCS. Uma observacao bastante relevante a ser considerada é que 0s
animais que sempre receberam uma alimentacdo ad libitum 24 horas (os grupos CTRL-DP e
DIO), passaram inesperadamente por uma privagéo de alimentos 4 horas antes de iniciar o
teste. N&o estar claro se isso pode ocasionar em uma interrupcdo dos ritmos que controlam a
alimentacdo dos animais desses grupos, mas podemos notar que eles tiveram um disparo de
saciedade retardado comparados com o0s animais que foram submetidos a ART. Esses

resultados podem reforcar a hipotese de que ART durante o periodo de atividade dos animais
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é capaz de ressincronizar os ritmos circadianos da alimentagdo perdidos pela inducdo da
obesidade por dieta, como foi descrito anteriormente por autores nesse estudo.

Avaliamos também, os parametros microestruturais das refeices ofertadas durante o
teste. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa no tamanho da refeicdo
entre os grupos. Entretanto os animais que consumiram uma dieta rica em gordura (DIO e
DIO + ART) apresentaram uma duragdo menor da refeicdo com uma maior taxa de
alimentacdo em comparacdo aos seus homoélogos. A variagdo da frequéncia e o tamanho das
refeicbes nos animais pode ser explicado pela hora do dia, ou mais claramente, pelo horario
biolégico da alimentagdo, definido de acordo pelos reldgios circadianos que produzem
diariamente ritmos comportamentais da alimentagdo (CHALLET, 2019). Como ndo foi visto
nenhuma diferenca significativa no tamanho das refeicGes entre os grupos, ndo pode ser
afirmado com clareza que 0s grupos que apresentaram uma maior taxa e uma menor duragéo
no consumo dessas refeicdes apresentaram um comportamento de hiperfagia alimentar, mas
sim, uma voracidade alimentar diante a essa dieta mais densa em calorias. Ha um consenso na
literatura para determinar o comportamento de hiperfagia alimentar em roedores associado a
privacdo inesperada de alimentos e/ou acesso a dietas palataveis (PERELLO et al., 2014).
Esse critério para hiperfagia alimentar é determinado quando 0s animais consomem 2 vezes
mais calorias, independente da dieta, e em um mesmo intervalo de tempo em comparacéo
com o grupo controle sob condi¢des semelhantes de ambiente (PERELLO et al., 2014).
Assim, embora os animais das diferentes intervengdes estudadas tenham apresentados a SCS,
é possivel observar que durante a tarefa realizada eles se comportaram diferentemente.

Com o intuito de compreender melhor o hipotdlamo, o centro regulador do
comportamento alimentar homeostatico, nds investigamos marcadores bioquimicos que
poderiam ajudar a explicar essas diferencas observadas no consumo cal6rico, no peso
corporal, nos niveis plasmaticos de leptina € no comportamento de SCS nos animais
submetidos as diferentes intervencdes (dieta rica em gordura e jejum). E importante destacar
que efeitos deletérios sobre a sinalizacdo hipotalamica podem estar associados diretamente
com a obesidade (SAINSBURY; ZHANG, 2010; THALER; SCHWARTZ, 2010). No
hipotalamo, especificamente no nicleo arqueado, estdo localizadas duas populagbes de
neurdnios responsaveis pelo controle do apetite, metabolismo da glicose e o0 gasto energético
(OLIVEIRA et al., 2022). Os neurénios representados por AgRP e POMC recebem 0s sinais
periféricos de diferentes hormoénios com o intuito de desencadear uma resposta que possa
controlar o apetite e 0 gasto energético. Por exemplo, quando o horménio leptina é secretado

pelo adipdcito ele pode interagir com o receptor nos neurénios POMC e desencadear um sinal
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para promover a saciedade e o gasto energético (VARELA; HORVATH, 2012). Nos
verificamos no presente estudo, que animais DIO aumentaram, enquanto 0s animais
submetidos ao protocolo ART diminuiram os niveis plasmaticos de leptina. Interessante foi
observar que quando os dois fatores estavam juntos houve uma tendéncia em reduzir os niveis
plasmaéticos de leptina. Nesse sentido, investigamos o imunocontetdo do receptor de leptina
no hipotalamo, mas ndo observamos diferencas significativas entre os grupos. No entanto,
acreditamos que os animais DIO possam estar com resisténcia aos efeitos da leptina e 0 que o
hipotdlamo possa estar com alteraces na via de sinalizacdo desse hormoénio. O horménio
leptina se liga no receptor hipotalamicos e pode ativar o transdutor de sinal e ativador da
transcricdo 3 (STAT 3), esse por sua vez, ativa a transcricdo génica do supressor da
sinalizacdo de citocinas 3 (SOCS-3) (LADYMAN; GRATTAN, 2013). O aumento da
expressdao de SOCS3 gera uma retroalimentacdo negativa e atenua a sinalizacdo da leptina-
STAT-3 (LADYMAN; GRATTAN, 2013). Alguns estudos, verificaram que 0 consumo
crénico de uma dieta rica em gordura leva a um aumento na expressdo de SOCS-3 no
hipotdlamo (TONIAZZO et al., 2018, LADYMAN; GRATTAN, 2013), e esse, aumento esta
relacionada com um ambiente inflamatorio induzido por também outras citocinas nessa regiao
causando prejuizo nos sinais mediados pela leptina, e provavelmente, sendo este um dos
principais mecanismos da resisténcia aos efeitos da leptina nas células neuronais
hipotalamicas (SPEZANI et al., 2020, LEE; SHIN; CHOUE, 2010). Em contrapartida, a
alimentacdo com restricdo de tempo reduziu os niveis plasmaticos de leptina e ainda
apresentou uma tendéncia em reduzir os niveis plasmaticos de leptina no grupo DIO e
contribuiu para reduzir o consumo caldrico e o peso corporal desses animais, indicando um
possivel controle hipotalamico. No entanto, o protocolo de alimentacdo com restricdo de
tempo aumentou os niveis de IL-1B, TNF-a no grupo controle e diminuiu os niveis da IL-6
guando associado ao grupo DIO no hipotalamo. Varios estudos mostraram que diferentes
protocolos de jejum intermitente reduziram os niveis plasmaticos de moléculas inflamatérias
em individuos com sobrepeso ou obesidade (SPEZANI et al., 2020, LEE; SHIN; CHOUE,
2010). No entanto, poucos estudos ja avaliaram marcadores inflamatorios no hipotalamo, e 0s
resultados sdo contraditérios. Um estudo que avaliou o jejum de 24 horas com dias
intercalados com dieta rica em frutose e indutora da obesidade também observou que o jejum
aumentou a expressdo de TNF-o e reduziu a expressdo de SOCS-3 no hipotalamo quando
comparado ao grupo controle (SPEZANI et al., 2020). Um estudo em individuos obesos
submetidos ao protocolo de jejum intermitente alternado de 24 horas também néo foi capaz de
reduzir os niveis de TNF-a (TREPANOWSKI et al., 2018). Outros estudos estdo de acordo
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que o0 jejum pode aumentar a producdo de citocinas (KAUSHIK et al., 2012,
TREPANOWSKI et al., 2018; SPEZANI et al., 2020). Um estudo mostrou que o jejum agudo
de 24 horas aumentou a infiltracdo de macrofagos do tipo M1, aumentou a lipolise e a
liberacdo de citocinas proinflamatdrias como o0 TNF-a e outras interleucinas no tecido adiposo
dos animais (DING et al., 2016). Outro estudo mostrou que periodos de jejum, pode induzir
um aumento da IL-6 e da lipolise para promover substrato disponivel para atender as
necessidades metabdlicas (WUEEST et al., 2014). Apesar de curioso e inesperado os achados
sobre os marcadores inflamatdrios no hipotalamo, € possivel especular que o nosso protocolo
de jejum por 4 semanas pode ainda estar promovendo uma resposta adaptativa nas células do
hipotadlamo, no entanto se faz necessario verificar se essas moléculas normalizam nessa regido
apos a interrupcdo do protocolo de jejum. Interessante foi observar que isoladamente as
intervencdes mostraram um aumento nos niveis de IL-6 no hipotdlamo, mas quando os dois
fatores estavam juntos os niveis ficaram reduzidos. Baseado nos nossos achados anteriores,
observamos que esse grupo experimental apresentou alguns beneficios como reduziu o
consumo caldrico, reduziu o peso corporal e ainda quase apresentou diferenca significativa na
reducao dos niveis de leptina no plasma. Assim, é possivel que essa redu¢do nos niveis de IL-
6 possa ser um fator importante para as células hipotalamicas e possa estar associada com 0s
desfechos murinométricos e metabdlicos observados nesses animais. No entanto, é importante
enfatizar que o estudo sobre os marcadores inflamatérios no hipotadlamo é extremamente
relevante, uma vez que estes estdo diretamente relacionados com a progressao da obesidade e
podem ser fatores envolvidos para o prejuizo no controle do apetite e do balanco energético.
Além de investigar os efeitos da dieta rica em gordura e da alimentacdo com restri¢do
de tempo sobre controle homeostatico do apetite, 0 nosso estudo também investigou o
controle hedénico da alimentacdo através da busca e preferéncia pelo alimento altamente
palatavel. A tarefa do corredor alimentar foi feita para avaliar a motivacdo de busca desses
animais por um alimento palatavel rico em agUcar. Essa anélise comportamental é realizada
em um aparato retangular com alimento doce disponivel em uma das extremidades e por 3
minutos é avaliado o tempo para chegar nessa extremidade, o tempo para iniciar a comer e 0
consumo do alimento. Observamos que nos dias de treinamentos com restricdo alimentar
prévia, houve um efeito ao longo do tempo mostrando que 0s grupos apresentaram uma
menor laténcia para iniciar a comer os alimentos doces. Referente ao consumo desse alimento,
foi visto um feito dos grupos ao longo do tempo (dias) aumentando o consumo do alimento
doce. No dia do teste, foi visto que o grupo DIO e os grupos que foram submetidos ao

protocolo da ART (CTRL-DP + ART e DIO + ART) apresentaram uma maior laténcia para
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iniciar a comer o alimento doce em comparacdo ao CTRL-DP, e notavelmente, o grupo DIO e
DIO + ART consumiram menos alimento doce em comparagéo aos seus controles (CTRL-DP
e CTRL-DP + ART). Esses resultados sugerem que os animais DIO e DIO + ART
apresentaram uma menor motivacdo para buscar alimento doce rico em acgucar simples
quando estavam previamente alimentados. Além da dieta rica em gordura saturada ter grande
capacidade de induzir saciedade, é possivel que a falta de motivagdo para buscar um alimento
doce também possa estar relacionado com fendtipo do tipo depressivo e ansioso que 0S
animais que consomem este tipo de dieta ao longo da vida apresentam na idade adulta
(ARCEGO et al., 2018; BERRIDGE, 2004). O protocolo da alimentacdo com restricdo de
tempo ndo foi capaz de reverter esse comportamento.

Para excluir que possivelmente o aparato novo poderia ter acentuado a ansiedade nos
animais que consumiram gordura ao longo da vida, e possivelmente, apresentar menor
motivacdo para buscar o alimento doce, além de também disponibilizar um maior tempo para
0s animais consumirem alimentos palataveis, foi realizado o teste da preferéncia alimentar por
12 horas. Essa tarefa utilizou trés tipos de dietas, uma dieta hiperlipidica, uma hiperglicidica e
uma dieta padrdo do biotério, simultaneamente, na caixa moradia durante a fase ativa
(19h:00min as 07h:00min). Foi observado que os grupos CTRL-DP e CTRL-DP, que sempre
receberam uma dieta padrdo do biotério, demonstraram ter uma preferéncia alimentar por uma
dieta rica em agUcar, enquanto os grupos DIO e DIO + ART, que sempre tiveram acesso a
uma dieta rica em gordura ao longo de todo estudo, apresentaram uma preferéncia por uma
dieta hiperlipidica, mantendo seu interesse por essa dieta com alto teor de gordura. Essas
preferéncias podem demonstrar modificagdes nos sistemas que regulam o controle alimentar,
ritmos circadianos e em expressdo de neuropeptidios (KYRKOULI; STRUBBE;
SCHEURINK, 2006). O inicio da fase de atividade, primeiras horas da fase ativa, 0s animais
demonstram ter uma clara preferéncia por carboidratos, a seletividade desse macronutriente
estd relacionado com a liberacdo de noradrenalina e glicocorticGides nos nucleos
paraventriculares (PVN) do hipotalamo. Em contraposicao, as refeicdes das horas finais da
fase ativa, ao amanhecer, tendem a fornecer energia para periodos prolongados de jejum do
sono, assim, visam uma preferéncia pelos macronutrientes gorduras e proteinas com um
menor custo de escolha de carboidratos (LEIBOWITZ, 1988). Corroborando com esses
achados, Beck, Musse e stricker-kongrad. (2002) observaram que nas horas iniciais da fase
ativa os animais preferiram consumir carboidratos em relagédo a gordura e que a escolha

desses macronutrientes estdo relacionados com a expressdo de neuropeptidios envolvidos no
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controle alimentar. Segundo esses autores 0s animais selecionam essas dietas pelo periodo de
atividade alimentar e pela composi¢do do nutriente especifico.

No intuito de entender esses achados comportamentais nos investigamos o
imunocontetdo do receptor de dopamina do tipo 2 e 0 imunocontetdo da enzima tirosina
hidroxilase no nicleo accumbens dos animais. NOs observamos que os animais do grupo DIO
apresentaram uma reducdo do imunoconteudo de D2 e da enzima tirosina hidroxilase em
comparagdo com o grupo controle (CTRL-DP) e, curiosamente, quando associado com ART
(DIO + ART) teve um aumento da expressao de D2, mas sem igualar com o grupo CTRL-DP.
As projecdes dopaminérgicas da area Tegmental Ventral para o ndcleo accumbens estdo
envolvidas na motivacdo para obter recompensas alimentares (BERRIDGE, 2004), assim a
reducdo na enzima tirosina hidroxilase e no receptor D2 induzida pela dieta rica em gordura,
pode indicar menor atividade dopaminérgica nessa regido e isso pode estar relacionado com
uma menor motivacdo para ingerir outros alimentos palativeis. No entanto, mais estudos
serdo necessarios para compreender a neurotransmissdo dopaminérgica nos animais
submetidos as duas intervengbes (Dieta e Jejum). Ja 0 aumento na preferéncia pelo consumo
de alimentos ricos em aclcar observados nos animais dos grupos CTRL-DP e CTRL-DP +
ART, pode indicar uma situagdo comum e adaptativa quando os animais estdo em condicoes
de estresse metabolico induzidos pela restricdo alimentar, que pode proporcionar um maior
consumo de alimento doce (PAGE et al., 2020. BELLO; HAJNAL, 2010).

Assim, 0s nossos resultados mostraram que o consumo crénico de uma dieta rica em
gordura foi capaz de induzir obesidade nos animais por apresentar um maior peso corporal ao
longo do tempo, maior glicemia, maiores niveis plasmaticos de leptina e triglicerideos, maior
indice de adiposidade, maior taxa de alimentacdo e menor motivacdo para consumir um novo
alimento palatavel. O protocolo de alimentacdo por restricdo de tempo foi capaz de
sincronizar a alimentacdo e foi capaz de atuar, provavelmente, sobre os sinais homeostaticos
do controle do apetite dos animais obesos, uma vez que houve uma reducdo do consumo
caldrico e do peso corporal ao longo do tempo. Nesse sentido, alimentagcdo por restricdo de
tempo é uma eficiente estratégia nutricional no combate a obesidade. No entanto, € importante
destacar que com 0s nossos achados foi possivel validar o modelo experimental, mas ainda
ndo foi possivel identificar o preciso mecanismo envolvido nessas alteracdes metabdlicas e
comportamentais observadas. Sendo assim, fica como perspectiva investigar o metabolismo
das células hipotalamicas com foco em marcadores bioquimicos envolvidos com o sistema
imune, com 0s processos autofagicos, com o metabolismo energético e com a expressao dos

peptideos POMC e NPY. Além também de compreender se a interrup¢do do protocolo da
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alimentacdo com restricdo de tempo (jejum) conseguiria manter a sincronizagdo alimentar por

mais tempo e evitar o sobrepeso e obesidade nos animais.

6. CONCLUSAO

Os resultados mostraram gque o consumo cronico de uma dieta rica em gordura ad
libitum num ciclo de alimentacdo de 24h, provou efeitos deletérios nos animais causando a
interrupcdo das ritmicidades do controle alimentar e alteracbes metabdlicas favorecendo o
desenvolvimento da obesidade. Em contraste, a alimentacdo com restri¢cdo de tempo foi capaz
reverter os efeitos deletérios provocado pela obesidade induzida por dieta, sobre o peso
corporal e o consumo alimentar. Além do mais, a ART com acesso ao alimento por 12h
durante o periodo bioldgico da alimentacdo € suficiente para sustentar e prevenir a salde

metabolica dos animais (veja a Figura 9).

Ad libitum 24h
‘- COMPLICACOES METABOLICAS
Obesidade, interrupcdio das ritmicidades do
controle alimentar. alteracdes homeostatica e
hedonica na sinalizacdo do controle alimentar.

PREVENCAO DA OBESIDADE
Atenuaciio dos efeitos deletérios provocados
. pela obesidade, mecanismos de reforco para

realinhamento dos ritmos da alimentacéo,
reestabelecimento do controle alimentar sobre
as vias homeostaticas e hedonicas.

Deita padrao
Dieta rica em gordura

Alimentagdo com restrigdo de tempo 12h

Figura 9: Resumo grafico. A alimentagcdo com restricdo de tempo (ART, 12h de acesso ao alimento durante a
fase ativa) pode melhorar a salide metabdlica dos animais induzidos & obesidade por dieta. Os nossos resultados
embasam que o consumo de uma dieta rica em gordura ad libitum 24h compromete os ritmos comportamentais

da alimentacdo (perda da sinalizacdo do apetite), e que a ART pode corrigir esse problema.
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7. PERSPECTIVAS

e Avaliar o comportamento alimentar antecipatério dos animais;

e Verificar os niveis plasmaticos de grelina;

e Avaliar a expressao génica de POMC, AGRP e NPY;

e Avaliar a expressao génica do receptor semelhante a Toll do tipo 4 (TLR4);

e Investigar marcadores envolvidos com o metabolismo energético no hipotalamo;

e Investigar marcadores de autofagia no hipotalamo;

e Avaliar o imunoconteddo do transportador de Dopamina e do receptor de
dopamina do tipo D1;

e Verificar diferencas sexo-especificas.
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ANEXO

Carta de Aprovacao da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFRGS)

— —UFRCS
UNIVERSIDADE FEDERAL Comisséo De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

i UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA KHCEUA

CARTA DE APROVACAO

Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 43150

Titule: EFEITO DO JEJUM INTERMITENTE NA MODULACAQO DO CONTROLE ALIMENTAR
HOMEOSTATICO E HEDONICO EM RATOS WISTAR INDUZIDOS A OBESIDADE POR DIETA

Vigéncia: 01/10/2022 a 30/06/2024

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

Rachel Krolow Santos Silva Bast - coordenador desde 01/10/2022
Rodrigo de Oliveira Corréa da Cunha Herrmann - desde 01/10/2022
Ricardo Maia Dantas - desde 01/10/2022

Aline Candida Ferreira - desde 01/10/2022

ANA CAROLINE SILVA SILVEIRA - desde 01/10/2022

Ariadni Mesquita Peres - desde 01/10/2022

Thiago Angelo Smaniotto - desde 01/10/2022

Lais Thiele Felipe - Auxiliar de Laboratorio desde 01/10/2022

Comissdo De Etica No Uso De Animais aprovou o Projeto N°43150 - Efeito do jejum
intermitente na modulagdo do controle alimentar homeostatico e hedénico em ratos Wistar
induzidos a obesidade por dieta, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagdo
de solicitam 96 ratos Wistar (48 machos e 48 fémeas) com 21 dias de idade provenientes do
CREAL/UFRGS, de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15
de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produg¢do, manutengédo e/ou utilizagdo
de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou
pesguisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, 2 de Dezembro de 2022
ftoctt aa S Newiro,

MAITE DE MORAES VIEIRA
Coordenador da comiss@o de ética
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