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RESUMO

Nos ultimos anos, modificacdes dietéticas tém sido cada vez mais promovidas como
potenciais auxiliares na prevencao e tratamento da obesidade e disfungdes metabolicas. Uma
delas é a alimentagdo com restricdo de tempo (time-restricted feeding, TRF) que restringe 0s
periodos de alimentacdo diaria para determinadas horas do dia, estendendo o tipico jejum
noturno por varias horas. Este trabalho visou elucidar os efeitos do TRF em curto prazo sobre
a ingestdo alimentar, massa corporal total, massa e histologia dos tecidos adiposos branco
periepididimal (pTAB) e marrom interescapular (iTAM), glicemia de jejum e tolerancia oral a
glicose. Foram utilizados 40 camundongos Swiss machos divididos em grupos de TRF de 12
horas por dia por uma ou quatro semanas com seus respectivos controles. Os dados foram
analisados no software de anélises estatisticas GraphPad Prism®. Os animais TRF apds uma e
quatro semanas ndo demonstraram alteracdes no ganho de massa corporal total e ingestdo
alimentar comparados aos respectivos animais ad libitum (p > 0,05). Entretanto, houve um
aumento da massa de iTAM apo6s uma (0,44 £+ 0,01 vs. 0,36 + 0,029/100g MC; p < 0,01) e
quatro (0,53 £ 0,03 vs. 0,39 + 0,03g/100g MC; p < 0,001) semanas de TRF, além de uma
diminuigdo do tamanho dos adipdcitos e da massa de pTAB na primeira (1,70 + 0,099/100g
MC vs. 2,03 £ 0,169/100g MC; p < 0,05) e na quarta (2,02 + 0,20g/100g MC vs. 2,46 +
0,319/100g MC; p > 0,05) semana. A glicemia de jejum aumentou nos animais TRF apos a
primeira semana (175,90 + 6,59 vs. 153,20 + 5,77 mg/dL; p < 0,05), mas ndo apos a quarta
semana (p > 0,05). O teste de tolerancia oral a glicose demonstrou menor elevacdo da
glicemia ap06s quatro semanas (85,50 + 10,33 vs. 121,80 + 15,82 mg/dL; p < 0,05). Os
resultados apontam para um possivel aumento da termogénese e consequentemente do
metabolismo energético, provavelmente utilizando-se das reservas energéticas de TAB. Além
disso, ocorre uma adaptacéo inicial da glicemia de jejum dos animais submetidos ao TRF na
primeira semana, mas na quarta semana ha uma possivel melhora no clearance de glicose
plasmatica, evidenciada pela menor elevacdo de glicemia do grupo TRF4, sugerindo um
possivel aumento da sensibilidade a insulina. Portanto, 0 TRF representa uma abordagem
promissora para a prevencao e terapia de distdrbios metabo6licos como a obesidade e o
diabetes tipo 1.

Palavras-chave: Jejum. Camundongos. Tecido Adiposo. Glicemia. Teste de Tolerancia a

Glucose.



ABSTRACT

In recent years, dietary modifications have been increasingly promoted as potential auxiliaries
in the prevention and treatment of obesity and metabolic dysfunctions. One of them is time-
restricted feeding (TRF), which restricts daily meals to certain hours of the day, extending the
typical night fasting for several hours. This work aimed to elucidate the effects of short-term
TRF on food intake, total body mass, mass and histological analysis of periepididymal white
adipose tissue (PWAT) and interscapular brown adipose tissue (iBAT), fasting glycemia and
oral glucose tolerance. Forty Swiss male mice were divided into groups of 12-hour TRF per
day for one or four weeks, with their respective controls. Data were analyzed in the GraphPad
Prism® statistical analysis software. TRF animals after one and four weeks did not
demonstrate alterations in total weight gain and food intake compared to the respective ad
libitum animals (p > 0.05). However, there was an increase in the iBAT mass after one (0.44
+ 0.01 vs. 0.36 = 0, 02 g/100g MC; p < 0.01) and four (0.53 + 0.03 vs. 0.39 £ 0, 03g/100g
MC; p < 0.001) weeks of TRF, in addition to a decrease in the size of the adipocytes and the
PWAT mass in both first (1.70 £ 0, 099/100g MC vs. 2 ,03 + 0, 169/100g MC; p < 0.05) and
fourth (2.02 £ 0, 20g/100g MC vs. 2.46 + 0, 319/100g MC; p > 0.05) weeks. Fasting glycemia
increased in TRF animals after the first week (175.90 £ 6.59 vs. 153.20 = 5.77 mg/dL; p <
0.05), but not after four weeks (p > 0.05). The oral glucose tolerance test showed lower
glucose elevation after four weeks (85.50 + 10.33 vs. 121.80 + 15.82 mg/dL; p < 0.05). These
results point to a possible increase in thermogenesis and consequently in energy metabolism,
probably using the energy reserves from WAT. In addition, there is an initial adaptation of
fasting glycemia of the animals submitted to TRF in the first week, but in the fourth week
there is a possible improvement in the clearance of plasma glucose, evidenced by the lower
elevation in blood glucose in the TRF4 group, suggesting a possible enhancement in insulin
sensitivity. Therefore, TRF represents a promising approach for the prevention and therapy of
metabolic disorders such as obesity and type Il diabetes.

Keywords: Fasting. Mice. Adipose Tissue. Blood Glucose. Glucose Tolerance Test.
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1 INTRODUCAO

Estimativas recentes indicam que 36,5% dos americanos adultos sdo classificados
como obesos, com fndice de massa corpdrea (IMC) igual ou superior a 30 kg/m? (OGDEN et
al., 2015). A obesidade esta associada a alteracdes negativas em medidas de salde geral,
incluindo aumento da gordura abdominal, diminuicdo da aptiddo fisica e, em certos casos,
comprometimento da homeostase da glicose (HAKKINEN et al., 2010; MOYER, 2012). Uma
vez que a prevaléncia da obesidade devera aumentar nas proximas décadas, € evidente que
novas intervengdes sao necessarias para impactar favoravelmente a composicdo corporal e a
aptidao fisica em individuos obesos. Além disso, como a obesidade esta fortemente ligada a
resisténcia a insulina, desenvolver estratégias para reduzir o peso corporal é importante no
que diz respeito a salde metabdlica e na reducdo do risco de diabetes mellitus tipo Il (KAHN;
FLIER, 2000).

Nos ultimos anos, modificacfes dietéticas tém sido cada vez mais promovidas como
potenciais auxiliares na prevencdo e tratamento da obesidade e disfuncGes relacionadas a
mesma. Uma delas é a alimentacdo com restri¢cdo de tempo (time-restricted feeding, TRF) que
restringe os periodos de alimentacdo diéria para determinadas horas do dia, estendendo o
tipico jejum noturno por varias horas. Pesquisas tanto em seres quanto em animais indicaram
que o TRF pode ser um método bem-sucedido para reduzir a massa corporal e o tecido
adiposo humanos (ARBLE et al., 2009; MORO et al., 2016; SHERMAN et al., 2011,
SHERMAN et al., 2012; STOTE et al., 2007). Além disso, estudos adicionais em humanos e
animais observaram os beneficios do TRF no que diz respeito ao controle da glicemia
(FAKHRZADEH et al., 2003; FAROOQ et al., 2006; HATORI et al., 2012; MIRZAEI et al.,
2012; SHERMAN et al., 2012; ZIAEE et al., 2006).

Entretanto, a maioria dos estudos foca nos beneficios e modificacGes metabolicas em
longo prazo, apds pelos menos 6 semanas de TRF e variando até 18 semanas. Uma excecao é
o trabalho de Farooq e colaboradores (2006) que avaliou o metabolismo de carboidratos apds
30 dias de TRF. Mesmo assim, estudos com menos de quatro semanas sobre as alteracdes do
TRF sobre o tecido adiposo e metabolismo de glicose ainda sdo escassos na literatura.

Portanto, este trabalho propde avaliar essas alteracdes ap6s uma e quatro semanas de TRF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para compreender as possiveis a¢es da alimentacao restrita ao tempo (time-restricted
feeding, TRF) sobre o tecido adiposo e o metabolismo energético nas primeiras semanas
quatro semanas, € necessario primeiramente relembrar a composi¢do e funcdo desse tecido,
bem como uma visdo geral do metabolismo da glicose, e revisar os achados sobre o TRF

descritos até entdo na literatura.

2.1 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo, composto por adipdcitos, pré-adipocitos, macréfagos, células
endoteliais, fibroblastos e leucdcitos, tem sido cada vez mais reconhecido como um
importante atuante na regulacdo metabdlica sistémica. Como um reservatéorio de combustivel,
o tecido adiposo conserva o calor do corpo e controla a homeostase energética por meio do
armazenamento e liberacdo de lipidios em resposta as necessidades metabolicas nutricionais
sisttmicas (SETHI; VIDAL-PUIG, 2007). A energia excedente é depositada eficientemente
na forma de triglicérides neutros (TGs) no tecido adiposo através da via lipogénica. No
entanto, o armazenamento de TGs neutros em adipdcitos aumenta o tamanho da gota lipidica,
0 que resulta em expansdo adiposa e subsequente obesidade (TAN; VIDAL-PUIG, 2008).

Durante periodos de jejum, os TGs reservados nos adipdcitos séo clivados a glicerol e
acidos graxos por uma via lipolitica, quando o0s requisitos de gasto energético sdo estimulados
ou quando o armazenamento de TGs excede a capacidade de armazenamento dos adipdcitos
(LAFONTAN; LANGIN, 2009). O glicerol e os acidos graxos liberados do tecido adiposo
podem entdo ser transportados no sangue e, posteriormente, infiltrar-se em musculos, figado e
outros 6rgdos, impulsionando a distribuicdo lipidica e modulando o equilibrio energético do
corpo inteiro (FRAYN, 2002).

Este tecido se encontra distribuido por todo o corpo, em diversos depositos, que em
humanos incluem os tecidos adiposos do omento, mesentérico, retroperitoneal, perigonadal e
pericardial, 0s quais em excesso sdo comumente associados a desordens metabdlicas como o
diabetes e doengas cardiovasculares (SHUSTER et al., 2012; WAJCHENBERG, 2000).

O tecido adiposo pode ser classificado em dois subtipos: tecido adiposo branco (TAB)
e tecido adiposo marrom (TAM). Os adipdcitos marrons, que em roedores sao

predominantemente contidos na regido interescapular, contém gotas lipidicas multiloculares e
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um alto nimero de mitocéndrias, sendo sua fungdo primaria dissipar a energia armazenada na
forma de calor (ZWICK et al., 2018). Nos seres humanos, quantidades significativas de TAM
estdo presentes em recém-nascidos e contribuem para a regulacdo da temperatura corporal
durante o periodo neonatal. Também ja foi confirmada a presenca de tecido adiposo marrom
em adultos, principalmente durante a exposi¢éo ao frio (VAN MARKEN LICHTENBELT et
al. 2009; VIRTANEN et al., 2009).

Nas mitocondrias do TAM, h& uma proteina de desacoplamento 1 (UCP1) na
membrana interna (RICQUIER; BOUILLAUD, 2000). Como a UCPl ¢é expressa
seletivamente no TAM, e ndo em outros tecidos como o TAB, ela é reconhecida como um
marcador molecular especifico do adipécito marrom. A UCP1 atua desacoplando a
fosforilacdo oxidativa da sintese de ATP, dissipando assim a energia como calor. A
termogénese do TAM ¢é regulada diretamente por nervos simpaticos distribuidos
abundantemente neste tecido (Figura 1). Os eventos celulares associados com a ativacdo
simpética da termogénese do TAM sdo a ligacdo da norepinefrina, liberada de terminais
nervosos simpaticos, em receptores B-adrenérgicos, e a ativagdo de adenilato ciclase e lipase
hormdnio-sensivel, que hidrolisa os triglicerideos intracelulares. Os acidos graxos liberados
ativam a UCP1 e sdo oxidados na mitocondria, servindo como uma fonte energética da
termogénese (SAITO, 2013).

Figural- Ativacdo simpatica da termogénese no tecido adiposo marrom, na
mobilizacdo lipidica do tecido adiposo branco, e na inducéo de células bege.
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Fonte: SAITO, 2013.
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Nota: A atividade do nervo simpético nos tecidos adiposos é aumentada em
resposta a exposicdo ao frio e a ingestdo oral de alguns ingredientes
alimentares através da ativacdo de canais potenciais de receptores transitorios
(TRP). A noradrenalina liga-se a receptores B-adrenérgicos (BAR) e inicia a
sinalizacdo em cascata para a hidrélise de triglicerideos (TG). Os &cidos
graxos liberados ativam a proteina UCP1 e sdo oxidados para servir como
fonte energética da termogénese. A UCP1 ativada desacopla a fosforilacdo
oxidativa da sintese de ATP e dissipa a energia como calor. A ativacao
simpatica cronica ndo sé causa hiperplasia do tecido adiposo marrom, mas
também a inducdo de células bege no tecido adiposo branco, aumentando
assim o gasto energético de todo o corpo e diminuindo a gordura corporal.

Curiosamente, ha alguns anos tem sido reconhecido outro tipo de tecido adiposo
chamado de gordura “bege”, no qual a expressdo de UCP1 pode ser estimulada pelo estresse
ao frio ou por agonistas do receptor beta-adrenérgico subtipo 3 que imitam o estresse ao frio
(BARBATELLI et al., 2010; BOSTROM et al., 2012). Ambas as gorduras marrom e bege
tém caracteristicas termogénicas e podem oferecer uma nova maneira de controlar o
sobrepeso, obesidade e outros distirbios metabdlicos.

A termogénese realizada pelos adipocitos marrons requer uma fonte de combustivel,
proveniente de lipidios derivados de seu proprio armazenamento, do armazenamento no
tecido adiposo branco, ou da dieta (HIMMS-HAGEN, 1989). Assim, a termogénese pelo
TAM é um componente de gasto global de energia que envolve especificamente a combustéo
de lipidios.

Ademais, nos Gltimos anos, o tecido adiposo branco tem sido identificado como um
Orgdo secretor, pois produz e libera varios fatores peptidicos e ndo peptidicos denominados
adipocinas. Desde que a primeira adipocina, a leptina, foi descoberta em 1994, foram
atribuidas diversas funcGes vitais ao tecido adiposo, tornando-o um érgdo enddcrino
propriamente dito. Novas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de investigar o0s
principais mecanismos moleculares e hormonais do tecido adiposo e a inter-relagcdo destes
com o sistema nervoso central, visando compreender a regulacédo entre 0 consumo e 0 gasto
energético (TSCHOP; MORRISON, 2001). Dentre todas as adipocinas relacionadas com
processos inflamatoérios, como a obesidade, sem duvida, a leptina, 0 TNF-qa, e a adiponectina
vém recebendo atencdo especial da literatura especializada.

A leptina caracteriza-se como um hormonio polipeptideo de 167 aminoacidos,
codificado pelo gene ob, que é expresso principalmente nos adipocitos, tanto de seres
humanos quanto de roedores. Esse hormonio atua como um fator de sinalizag&o entre o tecido
adiposo e o sistema nervoso central, regulando a ingestdo alimentar, a saciedade, o gasto
energético e, consequentemente, a massa corporal total (CAMPFIELD et al., 1995; ZHANG
etal., 1994).
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O TNF-a apresenta grande diversidade de atividades bioldgicas, as quais incluem:
respostas imunoldgicas, reacGes inflamatorias e neovascularizacdo (PRADO et al., 2009). Ele
€ um potente regulador interno do tecido adiposo, atuando de forma autdcrina e paracrina,
desenvolvendo um papel fundamental relacionado com a produgdo de varias citocinas e
adipocinas, sendo o regulador-chave da sintese de IL-6 (COOPACK, 2001).

A adiponectina, também conhecida como proteina complementar relacionada ao
adipdcito (Acrp 30) € o mais abundante fator produzido exclusivamente pelo tecido adiposo
de humanos, macacos e roedores, e estad envolvida na resposta inflamatdria e regulacdo do
balanco energético, desenvolvendo um papel anorexigeno e anti-inflamatério (PRADO et al.,
2009). Essa adipocina também aumenta a sensibilidade a insulina e inibe a inflamagéo
vascular (SCHERER et al., 1995).

2.2 METABOLISMO DA GLICOSE

O pancreas enddcrino secreta dois hormdnios peptidicos principais, insulina e
glucagon, cujas fungdes coordenadas regulam o metabolismo da glicose, dos &cidos graxos e
dos aminodcidos. As ceélulas enddcrinas do pancreas estdo dispostas em aglomerados,
chamados ilhotas de Langerhans que contém tipos celulares diferentes, e cada tipo celular
secreta horménio ou peptideo diferente. As células beta comp&em 65% das ilhotas e secretam
insulina, ja as células alfa compdem 20% das ilhotas e secretam glucagon (GUYTON; HALL,
2011).

A secrecdo de insulina pelas células beta é estimulada pelo aumento da concentragédo
sanguinea de glicose. A membrana da celula beta conttm GLUT2, um transportador
especifico para a glicose que transporta a glicose do sangue para a célula por difusdo
facilitada Uma vez dentro da célula, a glicose € fosforilada a glicose-6-fosfato pela enzima
glicoquinase podendo, a partir dai, ser oxidada e gerar como produto final o ATP. O aumento
de ATP fecha os canais de K* sensiveis as variacdes de ATP, despolarizando a membrana. Os
canais de Ca®* regulados por voltagem ent&o se abrem devido a despolarizacéo, e o Ca®* flui
para a célula beta a favor de seu gradiente eletroquimico. Finalmente, o aumento da
concentracdo intracelular de Ca*" provoca exocitose dos granulos secretores de insulina
(GUYTON; HALL, 2011; NELSON; COX, 2014).

O mecanismo de a¢do da insulina nas células alvo depende da interacdo entre a
insulina e seu receptor. A insulina se liga as subunidades alfa de seu receptor, alterando sua

conformacdo que ativa a enzima tirosina quinase da subunidade beta. A tirosina quinase
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ativada fosforila muitas outras proteinas ou enzimas participantes nas acdes fisiologicas da
insulina. O complexo insulina-receptor é internalizado pelas células-alvo por endocitose e 0
receptor de insulina pode ser degradado pelas proteases, armazenado, ou reciclado de volta a
membrana celular. A insulina regula para menos o seu préprio receptor, por diminuir sua
intensidade de sintese e aumentar a intensidade da sua degradacdo. Essa regulacdo para menos
da insulina é, em parte, responsavel pela sensibilidade diminuida a insulina dos tecidos-alvo,
na obesidade e no diabetes mellitus tipo 11 (GUYTON; HALL, 2011).

Quando a disponibilidade de nutrientes excede as demandas do organismo, a insulina
assegura que 0s nutrientes em excesso sejam armazenados como glicogénio no figado, como
lipidio no tecido adiposo e como proteina no musculo. Esses nutrientes armazenados estardo
disponiveis durantes os periodos de jejum subsequentes, mantendo a oferta de glicose para o
cérebro, masculo e outros 6rgdos. Portanto, a insulina possui acao hipoglicemiante que resulta
de respostas coordenadas que estimulam a oxidacdo da glicose e inibem a gliconeogénese
(formacdo de glicose) e a glicogenodlise (degradacdo de glicogénio). A insulina aumenta o
transporte de glicose nas células-alvo como musculo e tecido adiposo, por comandar a
insercdo de transportadores de glicose (GLUT4) nas membranas celulares, além de ainda
promover a formacdo de glicogénio a partir da glicose no figado e no musculo, inibindo a
glicogendlise ao mesmo tempo (GUYTON; HALL, 2011).

Controversamente, as a¢oes do glucagon séo coordenadas para aumentar e manter a
glicemia. O principal fator estimulador da secrecdo de glucagon é a concentra¢do sanguinea
de glicose diminuida, que, paralelamente, inibe a secrecdo de insulina. O glucagon promove a
mobilizacdo e a utilizagdo de nutrientes armazenados para manter a concentragdo sanguinea
de glicose no jejum. Em periodos de jejum, o glucagon aumenta a glicemia ao estimular a
glicogendlise e, simultaneamente, a gliconeogénese. Além disso, o glucagon aumenta a
lipolise e inibe a sintese dos &cidos graxos, 0 que também desvia 0s substratos para a
gliconeogénese. Finalmente, cetoacidos sdo produzidos a partir da B-oxidacdo dos &cidos
graxos (GUYTON; HALL, 2011; NELSON; COX, 2014).

2.3 CRONONUTRICAO E TIME-RESTRICTED FEEDING

Nos seres humanos, como em outros organismos Vivos, 0 comportamento e a
fisiologia sdo regulados pelo reldgio circadiano, que permite a adaptacdo as diferentes fases
do dia. Em particular, o metabolismo humano € cada vez mais reconhecido como sendo

altamente influenciado por ritmos circadianos que possuem aproximadamente 24 h de duracéo
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("circa diem"). Os ritmos circadianos separam processos bioquimicos e fisioldgicos
incompativeis, otimizam o gasto energeético e sincronizam vias metabdlicas (PANDA, 2016).
Assim, o bom funcionamento dos reldgios circadianos é fundamental para manter a sadde
metabolica. A perturbacdo circadiana, por exemplo, pelo trabalho de turnos crénico, leva a
desregulacdo da homeostase metabdlica e esta associada ao aumento do risco de obesidade,
sindrome metabolica e doencas cardiovasculares (ANTUNES et al., 2010; DE BACQUER et
al., 2009; VETTER et al., 2016).

Recentemente, um crescente corpo de evidéncias sugere que o horario de alimentacao
contribui fortemente a regulacdo do estado metabolico e do peso corporal (JIANG; TUREK,
2017; ASHER; SASSONE-CORSI, 2015; ALLISON; GOEL, 2018). Aparentemente,
estratégias baseadas no horario das refei¢cGes podem ser empregadas para prevenir a obesidade
e doengas em individuos jovens e idosos. A crononutricdo, uma nova disciplina que investiga
a relacdo entre ritmos circadianos, nutricdo e metabolismo, tem, portanto, atraido a atencéo
nos Ultimos anos (GARRIDO; TERRON; RODRIGUEZ, 2013; JOHNSTON et al., 2016). A
palavra "crononutri¢do” significa que o horario da alimentacdo é coordenado com os ritmos
circadianos do corpo e remete a ideia de que o horério da ingestdo de alimentos é tao critico
quanto a quantidade e a qualidade desse alimento.

Nos mamiferos, o padrdo de ritimicidade circadiana é gerado pelo nucleo
supraquiasméatico (NSC) do hipotadlamo, com populacdes de neurbnios que expressam
determinados genes em sincronismo com o ciclo-claro-escuro ambiental, sendo considerado o
nosso reldégio mestre. Por meio de sinais neuro-humorais, que incluem a melatonina,
hormonio indutor de sono em seres humanos, o0 NSC controla os demais osciladores
periféricos encontrados em praticamente todos os tecidos, incluindo o figado, coragdo, rins,
intestino, musculos esqueléticos, células sanguineas e adipdcitos. Além da luz ambiental, o
consumo de alimentos e o horario de alimentacdo representam estimulos externos que podem
afetar o reldgio circadiano, causando aquilo que os cronobiologistas chamam de arraste de
fase, ou seja, mudancas no padrdo oscilatorio, principalmente nos reldgios circadianos
periféricos (e, em menor grau, no relogio central). Em outras palavras, apesar de seres
humanos apresentarem um genoma determinante de habitos diurnos, as mudancas no horario
de alimentagdo, como por exemplo, aquelas induzidas por mudancas no turno de trabalho,
podem causar um arraste no padrdo de secrecdo de hormdnios indutores da fome, como é o
caso da grelina, sem que ocorra obrigatoriamente o ajuste metab6lico necessario para um

processo de digestdo e absorcdo eficiente dos nutrientes. Assim, os ritmos diarios do
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metabolismo surgem de uma complexa interacao do relégio autbnomo enddgeno, exposicao a
luz/escuriddo e padrées de jejum/alimentacao.

O mecanismo do reldgio circadiano se baseia em controlar a expressdo ritmica de
numerosos genes, isto é, genes controlados pelo relégio (clock-controlled genes, CCG), que
sdo principalmente fatores de transcrigdo ou enzimas limitadoras de taxa de transcri¢do, que
por sua vez organizam ritmos de genes e processos metabolicos (PANDA, 2016). Estudos em
camundongos nocautes para o gene do relégio circadiano central demonstraram que diferentes
genes do reldgio contribuem para a regulacdo de diferentes processos metabdlicos e que este
regulamento é tecido-especifico (LAMIA; STORCH; WEITZ, 2008; PASCHOS et al., 2012;
TUREK et al., 2005). Portanto, perturbagdes nesse reldgio genético podem levar a disfuncdes
do metabolismo de glicose e lipidios e desenvolvimento de obesidade, diabetes tipo Il e
doengas metabdlicas associadas.

Embora seja comumente assumido que a maioria das pessoas comem café da manha,
almoco e jantar, além de lanchar aproximadamente duas vezes, a realidade € bem diferente.
Usando um aplicativo de smartphone, Gill e Panda (2015) revelaram um frequente e erratico
padrdo alimentar diario de adultos saudaveis americanos, com até 11 eventos alimentares por
dia, sendo 25% da ingestdo ocorrendo antes do meio-dia, e 35% da ingestdo ocorrendo apos
as 18:00 h. Mais da metade dos adultos comem dentro de um periodo de 15 h ou mais a cada
dia, e este periodo de alimentacdo é muitas vezes deslocado para ainda mais tarde nos fins de
semana (ROENNEBERG et al., 2012).

A maioria das recomendacdes para controle do peso frequentemente incluem a
recomendacédo de se alimentar regularmente e em alta frequéncia para evitar a fome.
Entretanto, evidéncias atuais sugerem que periodos regulares de jejum ndo levam
necessariamente a um aumento na ingestao caldrica. A revisao de Lushchak et al. (2018) traz
a fome como o efeito colateral priméario dos varios tipos de jejum intermitente por ser uma
resposta adaptativa a privacdo de alimentos, regulada por varias mudangas neuroenddcrinas,
sensoriais e cognitivas. Os hormonios grelina, NPY e orexinas estimulam o apetite e
promovem a deposicao de gordura. A grelina é produzida no estémago e desenvolve um papel
importante no ritmo circadiano de ingestdo alimentar. Em condi¢des normais, os niveis de
grelina, ligante enddgeno do receptor secretagogo de GH, estimula a secrecdo de GH
estimulando o apetite e 0 comportamento de busca por alimento. Em contraste, a insulina e a
leptina diminuem a fome. Um efeito colateral do TRF seria um desequilibro entre os
hormdnios de fome e saciedade que pode levar ao desenvolvimento de transtornos

alimentares, como a compulsdo alimentar.
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Curiosamente, estudos avaliando a secregdo de grelina em condigdes de jejum em
humanos, revelam que a secrecdo pulsatil desse hormdnio se mantém constante ou até mesmo
diminui durante o jejum, e sua liberacdo ndo estimula a liberacdo de GH, nem esté relacionada
com os niveis de insulina ou glicose (ESPELUND et al., 2005; NATALUCCI et al., 2005;
WIJNGAARDEN et al., 2014). Esses achados contradizem a visdo tradicional de que o jejum
induziria um estado de compulsdo alimentar, tendo como causa um aumento dos niveis
circulantes de grelina. Outros efeitos colaterais também sdo discutidos na revisao de Lushchak
et al. (2018), no entanto, boa parte desses efeitos é causada devido a periodos de jejum muito
extensos, e podem ser prevenidos utilizando-se a variagdo de jejum intermitente que leva em
conta as fases de atividade e descanso diérias e os ritmos circadianos: o0 TRF.

A alimentacdo com restricdo de tempo ou time-restricted feeding (TRF) é um termo
frequentemente usado na cronobiologia, que significa a restricdo do acesso alimentar entre 2 a
12 h durante o dia ou noite (MANOOGIAN; PANDA, 2017). Se o periodo de acesso aos
alimentos for < 6 h, os animais ndo conseguem comer a mesma quantidade de alimentos que
os animais ad libitum; no entanto, se o periodo de acesso aos alimentos € maior que 8 h, a
quantidade de alimentos consumidos no grupo TRF quase equivale a quantidade do grupo ad
libitum (KESSLER; PIVOVAROVA-RAMICH, 2019). Consequentemente, este periodo de
tempo € usado frequentemente nos experimentos com TRF. Ainda assim, restringir a
alimentacdo para a fase circadiana "errada" pode causar efeitos metabdlicos adversos, mas
restringir a alimentacdo para a fase circadiana "certa" (fase escura em roedores) tem
demonstrado proteger o metabolismo contra disturbios induzidos por dietas obesogénicas.

Estudos experimentais confirmam que o desalinhamento entre ciclos comportamentais
(jejum/alimentacdo e ciclos de sono/vigilia) e os ciclos circadianos enddgenos induz ganho de
peso e distdrbios metabolicos em roedores bem como intolerancia a glicose, deterioracdo do
metabolismo de &cidos graxos, e até mesmo desregulacdo do transcriptoma circadiano nos
seres humanos (ARCHER et al., 2014; SALGADO-DELGADO et al., 2010; SCHEER et al.,
2009; WEFERS et al., 2018). Um estudo com dieta high fat (dieta com alto teor de gordura)
em roedores demonstrou que o livre acesso a racao durante o dia e a noite perturba o ciclo de
alimentacdo noturno normal nesses animais. Os roedores expostos a dieta high fat se tornam
obesos, metabolicamente disfuncionais e podem desenvolver diabetes tipo Il. Entretanto, os
camundongos cuja dieta high fat foi restringida a 8 horas durante o periodo de alimentacéo
noturno normal consumiram energia equivalente, porém ndo desenvolveram obesidade,
hiperinsulinemia, esteatose hepatica e inflamacdo quando comparados ao grupo high fat ad

libitum (HATORI et al., 2012). Entretanto, ndo foi possivel distinguir se a disfuncédo
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metabolica do grupo high fat ad libitum foi causada pelo contetdo da dieta, pela perturbacéo
do ciclo circadiano ou uma combinacéo desses fatores.

Duas publicacdes recentes revisaram o modelo de TRF em roedores (LONGO;
PANDA, 2016; ROTHSCHILD et al., 2014). Foi observado que varios estudos utilizavam
intervalos de jejum diarios abrangendo de 12 a 21 horas e variavam quanto a coordenagdo
com o ciclo claro-escuro e a composigédo da racdo. Apesar da heterogeneidade dos estudos, no
geral, o TRF foi associado a redugdes de massa corporal, colesterol total, triglicérides,
glicose, insulina, interleucina 6 (IL-6) e TNF-a, bem como a uma melhora na sensibilidade a
insulina. Além disso, quase todos os estudos de jejum em roedores foram conduzidos em
camundongos machos. Porém, o estudo de Chung et al. (2016) aplicou o jejum por restricao
de tempo como estratégia de intervencdo em camundongos fémeas, obesas e menopausadas e
concluiu que os beneficios metabdlicos gerais dessa dieta se aplicam tanto para machos
quanto para fémeas.

Mesmo assim, de acordo com a revisdo de Patterson e Sears (2017), grande parte da
evidéncia cientifica para os beneficios na salde causados pelo TRF vem principalmente de
estudos em roedores machos. Além disso, a revisdo de Patterson e Sears concluiu que 0s
estudos em roedores e outros mamiferos noturnos corrobora a hipétese de que o TRF, ao
restringir a disponibilidade de alimentos para o ciclo normal de alimentagédo noturna, melhora
perfis metabdlicos e reduzem os riscos de obesidade e condicGes relacionadas, tais como a
esteatose hepatica ndo alcoodlica, e doencas cronicas, como diabetes e cancer. Portanto, a
escolha da realizacdo do jejum de acordo com o ciclo claro/escuro (12 em 12 horas) de
camundongos machos em nosso estudo é justificada.

Sendo assim, faz-se necessdria uma maior investigagdo cientifica nessa &rea para
elucidar os efeitos e eventuais mecanismos que o TRF causa em seus estagios iniciais, de
modo a despertar o interesse da populacdo a um possivel método de controle de peso e

pardmetros metabdlicos associados.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar o efeito do TRF em curto prazo sobre os tecidos adiposos branco e marrom,

além do perfil glicEmico em camundongos submetidos a uma dieta padrao.

3.2 ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar se o TRF altera a ingestdo alimentar e hidrica;

b) Investigar se 0 TRF em curto prazo diminui a massa corporal total;

c) Avaliar se TRF diminui a massa de tecido adiposo branco periepididimal (pTAB);

d) Investigar se o TRF altera a massa de tecido adiposo marrom interescapular
(iTAM);

e) Avaliar se 0 TRF diminui o tamanho da célula adiposa no pTAB;

f) Determinar a porcentagem lipidica em cortes histolégicos de iTAM;

g) Avaliar o efeito do TRF sobre a glicemia de jejum e a tolerancia oral a glicose.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Nesse projeto foram utilizados 40 camundongos machos adultos da linhagem Swiss,
pesando aproximadamente 40 gramas e provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os animais foram alojados em caixas individuais com
enriquecimento ambiental (rolinhos de papel cartonado), tratados com racdo comercial
(Nuvlab™) e 4gua, e mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 £ 1 °C ) e ciclo
de 12 horas claro-escuro. Todos os animais utilizados nesse estudo foram manipulados
segundo os preceitos éticos de experimentacdo animal aprovados pela CEUA-UNIFAL
(protocolo n° 12/2018, ANEXO A).

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Para o tratamento, os animais foram divididos em quatro grupos de acordo com o
Quadro 1. Os grupos submetidos ao TRF tiveram acesso a ra¢do apenas no periodo noturno,
das 19h as 7h de acordo com o ciclo claro-escuro do biotério. Os grupos controles tiveram

acesso ininterrupto e ad libitum a ragéo.

Quadro 1 - Grupos experimentais.

Grupos Experimentais n
TRF por 1 semana (TRF1) 10
Ad libitum por 1 semana (CTRL1) 10
TRF por 4 semanas (TRF4) 10
Ad libitum por 4 semanas (CTRL4) 10

Fonte: Da autora.

Como demonstrado na figura 2, ap6s a aclimatacdo dos animais ao biotério por cinco
dias, o experimento foi divido em duas etapas: 1) A primeira etapa teve duracdo de uma
semana, onde dois grupos experimentais foram avaliados; o grupo TRF1 (que realizou jejum
de 12 horas no periodo diurno) e o grupo CTRL1 (controle com dieta ad libitum); 11) a

segunda etapa teve duracdo de quatro semanas onde foram avaliados os grupos TRF4 e
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CTRL4, seguindo os mesmos parametros da etapa |. Durante todo o tratamento foram
mensurados a massa corporal total, o consumo de racédo e a ingestdo liquida de cada animal.
ApoOs a primeira e quarta semanas, 0s animais foram submetidos ao teste de tolerancia oral a

glicose e posteriormente foram eutanasiados para a coleta de tecidos.

Figura 2 - Desenho experimental.

MEDIDA DO GANHO DE MASSA CORPORAL E INGESTAO ALIMENTAR

A
| |
\
\

-5

7 8 28 29 DIAS

ACLIMATAGAC TTOG TTOG
EUTANASIA EUTANASIA
COLETA DE TECIDOS COLETA DE TECIDOS
CTRL1 CTRL4
TRF1 TRF4
Fonte: Da autora.
Nota; TTOG: teste de tolerancia oral a glicose; TRF: time-restricted feeding; CTRL1: grupo

controle por uma semana; TRF1: grupo TRF por uma semana; CTRL4: grupo controle
por quatro semanas; TRF4: grupo TRF por quatro semanas.

4.3 MEDIDA DO GANHO DE MASSA CORPORAL TOTAL E ESTIMATIVA DE
INGESTAO ALIMENTAR

A medida do ganho de massa corporal total (MCT) foi obtida semanalmente
subtraindo-se a massa inicial do animal em gramas (g) da massa final (g). Semelhantemente, a
ingestdo de racgdo foi calculada a cada 2 dias subtraindo-se a quantidade de racédo (g) restante
na caixa da quantidade inicial (g) oferecida aos animais. Uma balanca eletrénica de precisao
(Modelo BL3200H, Marte™) foi utilizada para todos os processos de pesagem. ApOs essas
medicOes, a estimativa da ingestdo alimentar em gramas de racdo por 100g de massa corporal
foi calculada para cada animal. A estimativa da ingestdo de agua foi mensurada com o auxilio
de uma proveta subtraindo-se a quantidade de agua restante (ml) da quantidade inicial (ml) e

esta medida também foi corrigida por 100g de massa corporal.
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4.4 MEDIDA DA GLICEMIA E TESTE DE TOLERANCIA ORAL A GLICOSE (TTOG)

Para a determinacdo da glicemia em jejum e durante o TTOG, foi utilizado um
glicosimetro digital (G-TECH Free 1™). O TTOG foi realizado ap6s uma e quatro semanas
de tratamento. Nos dois dias anteriores ao teste, os camundongos foram adaptados a gavagem
com solucdo salina 0,9%. No dia do teste, todos os grupos foram submetidos a jejum de 8
horas (iniciado as 7h) e foi entdo mensurada a glicemia de jejum. Logo apds, foi administrada
por gavagem uma solucdo de glicose 50% (1,5g/kg peso) e mensurada a glicemia apés 30, 60
e 120 minutos.

4.5 EUTANASIA E COLETA DOS TECIDOS ADIPOSOS

A eutanésia foi realizada ap0s o ultimo ciclo de 12h jejum/12h ad libitum, no horario
em que seria feita a retirada da ragdo dos grupos TRF. Todos os animais foram anestesiados
previamente com isoflurano inalatério (4% em dissecador de vidro), de acordo com a tabela
de Doses de Agentes para Camundongos fornecida pelo Centro de Bioterismo da UNIFAL-
MG, e em seguida foram decapitados em guilhotina. Apds a decapitacdo, o tecido adiposo
branco periepididimal (pTAB) e o tecido adiposo marrom interescapular (iTAM) foram
dissecados, coletados e pesados em balanca analitica (Shimadzu™, modelo AUY220). Os
resultados foram normalizados e expressos em gramas de tecido por 100 gramas de massa

corporal.

4.6 HISTOLOGIA DOS TECIDOS ADIPOSOS

Ap0s a coleta e pesagem do material, este foi armazenado em paraformaldeido por 48h
e transferido para alcool 70% por mais 24h. Em seguida, foram feitos banhos de alcool para
desidratacdo e passagem por xilol de acordo com o Quadro 2, para inclusdo em resina

histoldgica:
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Quadro 2 - Inclusdo em resina histoldgica.

Processo Tempo
Alcool 80% 1 hora
Alcool 90% 1 hora
Alcool 100% 1 hora
Xilol 1 hora
Alcool 100% 2 horas
Alcool 100% 2 horas
Alcool-Resina (1:1) Overnight
Resina pura 24 horas
Resina pura 2 horas

Fonte: Da autora.

Apos ser emblocado em resina, o material foi colado em blocos de madeira para que
pudesse passar pelo processo de microtomia feita em microtomo Yedi™, onde os cortes
tiveram 6um de espessura e foram colocados em laminas histologicas. Os cortes foram
corados com azul de toluidina (2 minutos), cobertos com laminula e analisados utilizando-se

0s programas de imagens AxioVision® e ImageJ®.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos nesses estudos foram expressos como média +/- erro
padrdo da média (EPM). Primeiramente, os dados passaram pelo teste de normalidade de
D'Agostino & Pearson. Os dados que seguiam a distribuicdo normal foram analisados com o
teste-t de Student bi- ou unicaudal ndo pareado para a comparacéo de uma variavel (ex: massa
corporal) entre 2 grupos (ex: CTRL1 e TRF1). Os dados que ndo se adequavam a distribuicao
normal foram analisados com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney bi- ou unicaudal, nas
mesmas condi¢des de comparagdo anteriores. Para a comparacao entre 2 variaveis (ex: massa
corporal e tempo) entre grupos (ex: CTRL4 e TRF4), foi utilizada a analise de variancia de
duas vias (two-way ANOVA) e o pos-teste de Sidak, quando apropriado. Os dados foram
analisados no software de analises estatisticas GraphPad Prism®. Valores de p < 0,05 foram

considerados como significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTIMATIVA DE INGESTAO ALIMENTAR E HIDRICA

A seguir, na figura 3, observamos a variacdo do consumo de racdo (3A) e agua (3B) a
cada dois dias durante as quatro semanas de TRF e foi constatado que ndo houve diferenca de
consumo entre os grupos (p > 0,05). A estimativa de ingestdo alimentar média diaria com
racdo padrdo também ndo foi diferente entre os animais CTRL4 (16,63 + 0,659/100g MC) e
TRF4 (15,71 £ 0,429/100g MC), como demonstrado na figura 4A. O mesmo ocorreu com 0
consumo médio diario de agua, o qual foi semelhante entre os grupos CTRL4 (17,87 +
1,09ml/100g MC) e TRF4 (16,72 + 0,52ml/100g MC) e pode ser visualizado na figura 4B.
Estes resultados demonstram que os demais achados nesse trabalho ndo foram devido a uma

diferenca de consumo alimentar, mas apenas ao TRF.

Figura 3 - Estimativa de ingestdo alimentar e hidrica ao longo das quatro semanas de
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Fonte: Da autora.
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Nota: (A) Consumo de racdo a cada dois dias de TRF. Two-way ANOVA (p >
0,05 em relagdo ao tratamento; n = 10; F (1, 18) = 1,417). (B) Consumo de
dgua a cada dois dias de TRF. Two-way ANOVA (p > 0,05 em relagdo ao
tratamento; n = 10; F (1, 18) = 0,9062). TRF: time-restricted feeding;
CTRL1: grupo controle por uma semana; TRF1: grupo TRF por uma
semana; CTRLA4: grupo controle por quatro semanas; TRF4: grupo TRF por
quatro semanas.

Figura 4 - Estimativa de consumo médio diario em quatro semanas de TRF.
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Nota: (A) Ingestdo média de ragdo diariamente. Teste de Mann-Whitney bicaudal nao

pareado (p > 0,05; n = 10). (B) Média de ingestdo diaria de 4gua. Teste de Mann-
Whitney bicaudal ndo pareado (p > 0,05; n = 10). TRF: time-restricted feeding;
CTRL1: grupo controle por uma semana; TRF1: grupo TRF por uma semana;
CTRL4: grupo controle por quatro semanas; TRF4: grupo TRF por quatro
semanas.

5.2 MASSA CORPORAL TOTAL

A massa corporal total (MCT) foi mensurada antes e apds 0s experimentos, bem como
0 ganho de peso. Os animais foram aleatoriamente distribuidos entre os grupos, de maneira
qgue a MCT inicial ndo foi diferente entre eles. Na figura 5, pode-se observar que a MCT final
(5A) foi semelhante (p > 0,05) e que o ganho de MCT (5B) em uma semana de TRF também
nédo foi diferente entre os grupos CTRL1 (2,66 = 0,31g) e TRF1 (3,06 = 0,79g). Adiante, na
figura 6, sdo demonstrados os dados de MCT ap6s quatro semanas de TRF. Da mesma forma,
a MCT final (6A) foi equivalentes (p > 0,05), bem como o ganho de peso (6B) entre 0s grupos
CTRL4 (8,02 £ 1,279) e TRF4 (9,19 + 1,03g). Além disso, a variacdo da MCT semanalmente,
como mostrado na figura 6C, ndo foi alterada pelo TRF (p > 0,05 em relacdo ao tratamento).
Esses resultados apontam que apenas uma e quatro semanas de TRF ndo séo suficientes para
se observar uma alteragdo na MCT.



Figura 5 -  Massa corporal total (MCT) e ganho de MCT dos animais em uma semana de

TRF.
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(A) Massa corporal total ao final de uma semana de TRF. Teste-t unicaudal néo
pareado (p > 0,05; n = 10). (B) Ganho de peso em uma semana de TRF. Teste de
Mann-Whitney unicaudal ndo pareado (p > 0,05; n = 10). TRF: time-restricted
feeding; CTRL1: grupo controle por uma semana; TRF1: grupo TRF por uma
semana; CTRL4: grupo controle por quatro semanas; TRF4: grupo TRF por
quatro semanas.

Figura 6 - Massa corporal total (MCT) e ganho de MCT em quatro semanas de TRF.
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Nota: (A) Massa corporal total ao final de quatro semanas de TRF. Teste-t unicaudal ndo

pareado (p > 0,05; n = 10). (B) Ganho de MCT em quatro semanas de TRF. Teste de
Mann-Whitney unicaudal ndo pareado (p > 0,05; n = 10). (C) Massa corporal total
ao longo das quatro semanas de TRF. Two-way ANOVA (p > 0,05 em relagdo ao
tratamento; n = 10; F (1, 18) = 0,2906). TRF: time-restricted feeding; CTRL1: grupo
controle por uma semana; TRF1: grupo TRF por uma semana; CTRL4: grupo
controle por quatro semanas; TRF4: grupo TRF por quatro semanas.
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5.3 TECIDO ADIPOSO

Um de nossos resultados mais interessantes foi a diminuic¢do (p < 0,05) da massa do
tecido adiposo branco periepididimal (pTAB) apds apenas 1 semana de TRF (figura 7A,
CTRL1 = 2,03 + 0,169/100g MC vs. TRF1 = 1,70 + 0,099/100g MC), acompanhada pela
diminuigdo da célula adiposa, que ¢é evidenciada pela maior densidade celular por area (p <
0,05, figura 7B) e menor area de sec¢do celular (p < 0,0001, figura 7C). Entretanto, a massa
de pTAB dos grupos CTRL4 (2,46 + 0,31g/100g MC) e TRF4 (2,02 + 0,209/100g MC) foram
estatisticamente semelhantes (p > 0,05) como apresentado na figura 7D. Apesar disso, é
perceptivel que a massa de pTAB do grupo TRF4 tende a diminuir devido a evidéncias
encontradas na analise histoldgica desse tecido. As figuras 7E e 7F, as quais mostram uma
maior densidade celular (p < 0,05) e menor area de sec¢éo celular (p < 0,0001), apontam para
uma diminuicdo do tamanho da célula adiposa nos animais TRF4, sugerindo um aumento da
lipolise devido aos recorrentes periodos de jejum. As fotomicrografias representativas dos
PTAB apds 1 e 4 semanas de TRF podem ser vistas nas figuras 9 e 10, respectivamente.

Ao observar a figura 8, que mostra os resultados sobre o tecido adiposo marrom
interescapular (iTAM), pode-se perceber que a massa de iTAM dos grupos TRF1 (0,44 +
0,019/100g MC) e TRF4 (0,53 + 0,03g/100g MC) vieram a ser maiores (p < 0,01, figuras 8A
e 8C) em comparagdo aos seus respectivos controles CTRL1 (0,36 + 0,02g/100g MC) e
CTRL4 (0,39 %= 0,039/100g MC). Essa diferenca aponta para um provavel aumento na
termogénese dos animais que foram submetidos ao jejum intermitente. Para investigar em
nivel tecidual, foi realizada a histologia dos iTAM e observada a porcentagem de lipidios nas
fotomicrografias histolégicas. O resultado pode ser visto nas figuras 8B e 8D, as quais
revelam que ndo houve diferenca (p > 0,05) na porcentagem de lipidios apds uma semana de
TRF (CTRL1 =52,32 + 0,85% vs. TRF1 = 53,33 + 0,78%), porém, apds 4 semanas de TRF,
observa-se um pequeno aumento (p < 0,05) na porcentagem de lipidios do grupo TRF4 (52,32
+ 0,83%) em comparacdo ao grupo CTRL4 (51,02 £ 0,64%). Entretanto, esse pequeno
aumento na porcentagem de lipidios ndo justifica 0 aumento da massa de iTAM, pois ndo foi
observado em 1 semana de TRF. As fotomicrografias representativas dos iTAM apés 1 e 4

semanas de TRF podem ser vistas nas figuras 9 e 10, respectivamente.



Figura 7 -  Efeitos do TRF sobre o tecido adiposo branco periepididimal apds uma e quatro
semanas.
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Nota: Massa, densidade celular e area de seccdo dos adipdcitos do tecido adiposo branco

periepididimal apés 1 (A, Be C) e 4 (D, E e F) semanas de TRF.(A, B) Teste-t
unicaudal ndo pareado (* p < 0,05 em relagdo ao controle, n = 10). (C, D, Ee F)
Teste de Mann-Whitney unicaudal ndo pareado (* p < 0,05 e **** p < 0,0001 em
relacdo ao controle; n = 10). TRF: time-restricted feeding; CTRL1: grupo controle
por uma semana; TRF1: grupo TRF por uma semana; CTRL4: grupo controle por

quatro semanas; TRF4: grupo TRF por quatro semanas.

28



Figura 8 - Efeitos do TRF sobre o tecido adiposo marrom interescapular apds uma e quatro
semanas.
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Nota: Massa e porcentagem de lipideos em cortes histologicos do tecido adiposo marrom

interescapular ap6s 1 (A e B) e 4 (C e D) semanas de TRF. Teste de Mann-
Whitney bicaudal ndo pareado (* p < 0,05 e ** p < 0,01 em relagdo ao controle; n
= 10). TRF: time-restricted feeding; CTRL1: grupo controle por uma semana;
TRF1: grupo TRF por uma semana; CTRL4: grupo controle por quatro semanas;
TRF4: grupo TRF por quatro semanas.




Figura 9 - Fotomicrografias representativas dos tecidos adiposos ap6s uma semana de TRF.
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Figura 10 - Fotomicrografias representativas dos tecidos adiposos apds quatro semanas de
TRF.
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5.4 GLICEMIA DE JEJUM E TESTE DE TOLERANCIA ORAL A GLICOSE (TTOG)

De acordo com a figura 11A, a glicemia de jejum do grupo TRF1 (175,90 £ 6,59
mg/dL) foi maior (p < 0,05) que a glicemia de jejum de seu controle correspondente CTRL1
(153,20 £ 5,77 mg/dL) ap6s 1 semana de TRF. Entretanto, 0 mesmo néo foi observado apos 4
semanas de TRF, onde a glicemia de jejum do grupo TRF4 (194,40 + 9,20 mg/dL) foi
semelhante (p > 0,05, figura 12A) a glicemia de jejum do grupo CTRL4 (181,10 + 10,98
mg/dL). Esses resultados demonstram um aumento adaptativo inicial da glicemia de jejum
com 1 semana de TRF, mas que ndo se mantém apos 4 semanas.

Ao analisarmos os testes de tolerancia oral a glicose (TTOG), ndo encontramos
diferencas estatisticas (p < 0,05) entre as areas sob a curva (ASC) dos grupos CTRL1 e TRF1
na primeira semana (figura 11D), nem entre os grupos CTRL4 e TRF4 na quarta semana
(figura 12D). Mesmo assim, pudemos observar uma menor elevacéo da glicemia (p < 0,05,
figura 12C) apds 30 minutos da gavagem com solucdo de glicose 50% na quarta semana
(TRF4 = 85,50 £ 10,33 vs. CTRL4 = 121,80 + 15,82 mg/dL), sugerindo uma melhora na

sensibilidade a insulina a partir da quarta semana de TRF.

Figura 11 - Glicemia de jejum e teste de tolerancia oral a glicose ap6s uma semana de TRF.
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Nota:

(A) Glicemia apds 8h de jejum, ap6s uma semana de TRF. Teste de Mann-
Whitney bicaudal ndo pareado (* p < 0,05 em relagdo ao controle; n = 10). (B)
Teste de tolerancia oral & glicose. Two-way ANOVA (p > 0,05 em relagdo ao
tratamento; n = 10; F (1, 18) = 3,7). (C) Elevacédo da glicemia no TTOG apds 30
min da gavagem com solugdo de glicose 50%. Teste-t unicaudal ndo pareado (p >
0,05; n =10). (D) Area sob a curva no TTOG. Teste-t unicaudal ndo pareado (p >
0,05; n =10). TTOG: teste de tolerdncia oral & glicose; TRF: time-restricted
feeding; CTRL1: grupo controle por uma semana; TRF1: grupo TRF por uma
semana; CTRL4: grupo controle por quatro semanas; TRF4: grupo TRF por quatro
semanas.

Figura 12 - Glicemia de jejum e teste de tolerancia oral a glicose ap6s quatro semanas de TRF.
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Fonte: Da autora.
Nota: (A) Glicemia ap6s 8h de jejum, apds quatro semanas de TRF. Teste-t bicaudal ndo

pareado (p > 0,05; n =10). (B) Teste de tolerancia oral a glicose. Two-way
ANOVA (p > 0,05 em relacdo ao tratamento; n = 8; F (1, 16) = 0,1593). (C)
Elevagdo da glicemia no TTOG ap6s 30 min da gavagem com solucéo de glicose
50%. Teste-t unicaudal ndo pareado (* p < 0,05 em relagdo ao controle; n = 8). (D)
Area sob a curva no TTOG. Teste-t unicaudal ndo pareado (p > 0,05; n =10).
TTOG: teste de tolerancia oral a glicose; TRF: time-restricted feeding; CTRLL:
grupo controle por uma semana; TRF1: grupo TRF por uma semana; CTRLA4:
grupo controle por quatro semanas; TRF4: grupo TRF por quatro semanas.
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados trazem informag6es complementares para compreender os estagios
iniciais dos beneficios metabdlicos causados pelo TRF, uma vez que a maioria dos estudos
traz dados relevantes apds no minimo 6 semanas de TRF. A restri¢cdo alimentar durante 12 h
no ciclo escuro ativo de camundongos ndo altera, como esperado, a ingestdo alimentar nas
primeiras 4 semanas de TRF.

De acordo com Longo e Panda (2016), restringir o acesso alimentar a noite ndo s6 nao
altera a ingestdo alimentar como ocorreu em nossos resultados, mas também aumenta a
transcricdo de genes hepaticos que seguem um padrdo circadiano, melhora a amplitude e
sincroniza as fases de oscilagdes (diurnas e noturnas) dessas transcricdes génicas ritmicas.
Eles ainda afirmam que a alimentacdo diurna da mesma dieta inverte as fases de oscilacdo de
quase todas as transcricBes génicas hepaticas em camundongos, ilustrando assim o papel
dominante do horario de alimentagdo nas oscilagdes circadianas periféricas.

Esse reldgio circadiano impulsiona a oscilagdo rudimentar de diversas transcrigdes
génicas no figado, oferecendo assim uma movimentagao antecipatéria para alimentagdo ou
jejum. Os ritmos diarios de alimentacdo/jejum impulsionam as vias de sinalizacdo que
interagem com o oscilador circadiano hepéatico para aumentar a robustez ou as diferencas de
picos e vales dessas oscilagdes transcricionais. Essas transcri¢fes, por sua vez, medeiam
processos anabdlicos e catabdlicos que sdo apropriados para fases especificas do ciclo de
alimentacéo/jejum (LONGO; PANDA, 2016). Portanto, interacfes sinérgicas entre o relogio
circadiano e os sinais de alimentacédo/jejum garantem que os tipos de metabolismo anabolico e
catabdlico sejam coordenadamente regulados em harmonia com o ciclo de atividade/repouso
do animal, garantindo assim uma maior flexibilidade metabdlica.

Outros estudos acerca dos efeitos do TRF demonstraram que restringir 0 acesso a
alimentos de alto teor de gordura para apenas 8 — 12 horas por dia ndo reduz a ingestdo
caldrica global em comparacdo com os animais alimentados ad libitum, mas melhora os
ritmos circadianos e ajuda a prevenir ou reverter doencas metabdlicas (CHAIX et al., 2014;
HATORI et al., 2012; ZARRINPAR et al., 2014).

Adicionalmente, nossos resultados mostram que a ingestdo alimentar ndo é alterada
em 24 h, um indicativo de que a fome ndo esta exacerbada durante as primeiras semanas de

TRF e, portanto, ndo causa compulséo e consequente aumento da ingestdo alimentar.
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Em relacdo ao ganho de massa corporal, pudemos demonstrar que a restricdo
alimentar de 12 h no periodo noturno ndo causa reducdo de peso em camundongos tratados
com dieta padrdo apds apenas 4 semanas. Comparativamente, o estudo de Sundaram et al.
(2016) avaliou o ganho de peso em animais alimentados com dieta high fat (alto teor de
gordura) e cuja alimentacdo foi restrita a 12 h no periodo noturno. Corroborando nossos
resultados, ndo foi observada diferenca de massa corporal total em comparagcdo com animais
alimentados ad libitum até a sexta semana de TRF. A diferenca entre o peso corporal sé foi
observada a partir da sétima semana de TRF. Diversos outros estudos observaram menor
ganho de peso e massa corporal ap6s pelo menos 6 semanas restringindo a alimentacao de
camundongos ao periodo noturno (ARBLE et al., 2009; SHERMAN et al., 2012; HATORI et
al., 2012).

Apesar de em quatro semanas de TRF os animais ndo terem tido uma diminuigédo da
massa corporal total, o TRF foi capaz de diminuir a massa de TAB periepididimal apds
apenas uma semana. Ainda que a diminucdo do pTAB apds quatro semanas ndo tenha sido
estatisticamente diferente, a diminuicdo do tamanho da célula adiposa branca foi observada
tanto ap6s uma quanto apds quatro semanas de TRF. Sendo assim, a ndo significancia
estatistica da diminuicdo massa de pTAB apds quatro semanas de TRF pode ser devido ao
alto desvio padrdo das amostras que pode ter mascarado essa diminui¢cdo, que possui
significancia clinica.

Outros estudos avaliaram a adiposidade em camundongos submetidos ao TRF e
perceberam o efeito protetor do TRF contra o aumento da adiposidade em dietas
hipercal6ricas (CHAIX et al., 2014; SUNDARAM et al., 2016). Sundaram et al. (2016)
quantificou a porcentagem de tecido adiposo por ressonancia magnética apés 8 semanas de
TRF numa dieta high fat. O TRF foi capaz de impedir o aumento da adiposidade causada pela
dieta high fat ad libitum, uma vez que os animais submetidos ao TRF obtiveram porcentagem
adiposa semelhante a animais com dieta normal ad libitum. Além disso, o TRF diminuiu o0s
niveis de leptina e insulina, enquanto aumentou os niveis de adiponectina. Como a leptina
regula a saciedade e a ingestdo energética, elevacdes nas concentracdes de leptina, as quais
sdo proporcionais as da insulina, correlacionam com distarbios metabolicos em modelos de
obesidade em roedores (YAN et al., 2013). A adiponectina regula o metabolismo de glicose e
de lipidios, aumenta a sensibilidade a insulina e protege contra a inflamacéao cronica. Portanto,
0 TRF foi capaz de melhorar o0 metabolismo energético em situacdo de alta ingestdo calodrica,

impedindo o aumento da adiposidade. Como nosso estudo utilizou dieta normocalorica,
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demonstramos que em menos de 4 semanas 0 TRF ja é capaz de reduzir a adiposidade em
animais saudaveis.

Apesar de ndo haver encontrado diferenca ha massa corporal total apds 38 semanas de
TRF em dieta normal, Chaix e colaboradores (2014) observaram diferentes composicGes
corporais entre os animais ad libitum e TRF. Camundongos submetidos ao TRF apresentaram
mais massa magra e menos massa adiposa quando comparados aos seus controles. Esses
resultados corroboram nossos achados de menor massa de pTAB com massa corporal
semelhante em menos de 4 semanas de TRF.

Outro achado importante em nosso trabalho foi o aumento da massa de TAM
interescapular a partir da primeira semana de TRF, e que se manteve na quarta semana. Dessa
forma, o TRF em camundongos parece promover um aumento da termogénese, que
consequentemente contribui para um maior gasto energético a partir de uma reserva lipidica,
uma vez que a massa de pTAB e seus adipécitos foram reduzidos pelo TRF.

Ao revisar estudos de TRF de até 12 horas de acordo com os ritmos circadianos em
roedores, 0s autores concluem que essa restricdo alimentar também aumenta os niveis de
atividade do TAM (aumentando assim a taxa metabdlica), aumenta a p-oxidacdo de acidos
graxos e reduz a producdo de glicose hepéatica (FROY, 2011; FROY et al., 2006; FROY;
MISKIN, 2010 apud LONGO; PANDA, 2016). Esses achados corroboram os resultados
encontrados neste trabalho, pois 0 aumento da massa de iTAM pode indicar um aumento de
sua atividade termogénica, influenciando assim na taxa metabdlica dos camundongos em
jejum intermitente através da utilizacdo das reservas lipidicas do pTAB.

Os fatores conhecidos responsaveis pelo aumento da termogénese no TAM sdo a
exposicao ao frio e alto consumo energético. Quando os mamiferos sdo expostos ao frio, eles
mantém a temperatura do corpo autonomicamente ndo s6 diminuindo a perda de calor da
superficie do corpo, mas também aumentando a producédo de calor. O papel critico do TAM
para termogénese induzida por frio foi claramente confirmado pela constatagdo de que os
camundongos que ndo possuem UCP1 ndo conseguem manter a temperatura corporal em um
ambiente frio e morrem em horas (ENERBACK et al., 1997).

Outro exemplo de termogénese adaptativa é a termogénese induzida pela dieta, um
aumento no gasto energético observado apos a ingestao de alimentos, que as vezes é chamado
de "termogénese pds-prandial” ou "efeito térmico do alimento"”. Desde o primeiro relato da
hiperplasia de TAM em roedores pequenos mantidos em superalimentacdo prolongada com
dieta de cafeteria, 0 TAM foi proposto como um local de termogénese induzida pela dieta
(CANNON; NEDERGAARD, 2004; ROTHWELL,; STOCK, 1979). Mudancas na ingestdo
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energética resultam em uma mudanga adaptativa no metabolismo para que o contetdo
energético do corpo seja mantido em niveis estaveis. De fato, existem relatos que a massa de
TAM e/ou a expressdo UCP1 sdo diminuidas em animais privados de alimentos, mas
aumentaram naqueles alimentados com dietas de alto teor de gordura (LOWELL,
SPIEGELMAN, 2000).

Entretanto, 0 aumento da massa de iTAM observado em nossos resultados nao pode
ser atribuido ao frio, uma vez que todos os animais foram mantidos em mesma temperatura
controlada (22 + 1 °C ). Também ndo observamos uma diferenga de consumo alimentar entre
os animais TRF e ad libitum, sendo incorreto afirmar que houve aumento da termogénese
induzido pela dieta. Sendo assim, especulamos que o préprio TRF pode ter sido capaz de
aumentar a estimulacdo simpatica sobre 0 TAM, o que pode ser futuramente avaliado através
da expresséo de c-fos nos neurdnios hipotalamicos do nucleo paraventricular e da rafe palida,
areas hipotalamicas que enviam projecdes para o0 TAM, sendo importantes efetores da
termogénese (CANO et al., 2003).

No que diz respeito ao metabolismo da glicose, nossos resultados demonstram,
interessantemente, que na primeira semana de TRF a glicemia de jejum passa a ser mais
elevada do que nos animais controle. Isso sugere uma fase adaptativa em resposta aos novos
padrdes de alimentacdo diaria, a qual tende a desaparecer na quarta semana de TRF. Mesmo
assim, pudemos observar pelo TTOG que o clearance de glicose plasmatica passa a ser mais
eficiente ap6s 4 semanas de TRF em comparacdo aos animais controle, pois a elevagdo da
glicemia apds 30 minutos de administracdo da solucdo de glicose foi menor, sugerindo uma
melhor sensibilidade a insulina.

Ao avaliar ratos submetidos ao TRF de 12h por 30 dias, Farooq et al. (2006) também
ndo encontrou diferenca significativa na massa corporal dos animais, mas observou uma
diminuicdo da glicemia e do colesterol. A atividade de enzimas pertencentes a diversas vias
metabolicas como a glicdélise, gliconeogénese e ciclo de Krebs aumentou profundamente tanto
no intestino quanto no figado devido ao TRF. Controversamente, seus resultados sugerem que
0 metabolismo oxidativo juntamente com a glicélise estdo envolvidos na producdo de energia
durante o TRF.

Comparativamente, o trabalho de Chaix et al. (2015), que avaliou o efeito do TRF
numa dieta de alto teor calorico, observou ndo apenas melhora na homeostase de lipidios e
colesterol, mas também no metabolismo de glicose. Camundongos em dieta hipercal6rica ad
libitum demonstraram maior ativacdo da via de gliconeogénese, uma caracteristica de

resisténcia a insulina. Entretanto, aqueles submetidos ao TRF foram protegidos da resisténcia
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a insulina, determinada pelo indice HOMA-IR. Além disso, durante o teste de tolerancia a
glicose, os camundongos TRF foram capazes de restaurar a normoglicemia muito mais
rapidamente do que os animais ad libitum.

Finalmente, Hatori et al. (2013) também encontraram resultados relevantes ao
metabolismo da glicose. A expressdo génica coordenada de diversos fatores demonstrou que o
TRF reprograma temporariamente o metabolismo da glicose para longe da gliconeogénse, em
direcdo a glicdlise e vias anabolicas. Camundongos em dieta high fat submetidos ao TRF néo
demonstraram toleréncia a glicose e obtiveram niveis de insulina semelhantes ao controle com
dieta normal. Juntos, nossos estudos sugerem que o TRF é capaz de melhorar a sensibilidade
a insulina e o metabolismo de glicose.

De maneira geral, o TRF representa uma abordagem promissora para a prevencao e
terapia de disturbios metabolicos como a obesidade e o diabetes mellitus tipo 1, mesmo em
curto prazo. Ele retira o foco da ingestdo cal6rica, tornando-se uma modificacdo de estilo de
vida facilmente adaptivel e atrativa. Portanto, restringir a alimentacdo aos horarios de
atividade é uma estratégia promissora para modular os ritmos circadianos e funcGes
metabdlicas controladas pelo reldgio circadiano, de maneira que, desde as primeiras semanas
podem ser observadas mudancas adaptativas favoraveis ao metabolismo de lipidios e da

glicose.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que o TRF de 12 horas de acordo com o ritmo circadiano por uma ou
guatro semanas em camundongos machos ndo altera o ganho de peso, pois 0 consumo
alimentar e liquido sdo semelhantes ao consumo de animais com dieta ad libitum. Mesmo
assim, a massa de TAM aumentou ap6s uma e quatro semanas de TRF, apontando para um
possivel aumento da termogénese e consequentemente do metabolismo energético,
provavelmente utilizando-se das reservas energéticas de TAB, uma vez que foi encontrada
uma diminui¢do do tamanho dos adipdcitos ap6s uma e quatro semanas de TRF. O TTOG
demonstrou que ha uma adaptacdo inicial da glicemia de jejum dos animais submetidos ao
TRF e que h& uma possivel melhora no clearance de glicose plasmaética, evidenciada pela
menor elevacdo de glicemia do grupo TRF4, sugerindo um possivel aumento da sensibilidade
a insulina nesses animais a partir da quarta semana. Portanto, 0 TRF de curto prazo apresenta

resultados promissores para a prevencao e controle da obesidade e diabetes mellitus tipo II.
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