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RESUMO 
 

O núcleo supraquiasmático (SCN) faz parte do sistema de temporização 

multioscilatório em mamíferos, regulando vários ritmos fisiológicos e sob modulação 

de sincronizadores internos ou ambientais, dentre eles: o ciclo claro-escuro (CE), o 

maior sincronizador fótico desse sistema. No entanto, sincronizadores não-fóticos, 

como a disponibilidade de alimentos, permanecem mais obscuras. Aqui usamos ratos 

Wistar (250-300g) distribuídos aleatoriamente em quatro grupos: controle CTR AL sob 

um ciclo simétrico de 12:12h CE e disponibilidade de alimentos ad libitum ou CTR RF 

com alimentação em tempo restrito (TRF); DSC AL submetidos ao protocolo de 

dessincronização circadiana forçada sob um ciclo simétrico de 11:11h CE (DSC) com 

disponibilidade de alimentos ad libitum e DSC RF com TRF, durante oito semanas 

para avaliar o impacto da DSC e do TRF na atividade locomotora, metabolismo 

hepático e no sistema antioxidante. Durante a oitava semana, todos os animais foram 

submetidos ao teste de tolerância à insulina e glicose – ipITT e oGTT. Após 48h de 

recuperação, foram eutanasiados e amostras de sangue, fígado e hipotálamo foram 

removidas e armazenadas para análises bioquímicas, Western blotting e RT-qPCR. 

Resultados: Como esperado, todos animais DSC apresentaram dissociação do ritmo 

de atividade locomotora. O TRF aumentou a taxa de dessincronia no grupo DSC RF 

indicando dominância do componente arrastado pela luz (LEC). A DSC ou o TRF 

separadamente não alterou a ingestão total ou a massa corporal, mas a associação 

de ambos reduziu a ingestão alimentar total, refletindo na evolução da massa corporal. 

No entanto, a análise separada da ingestão nas fases do CE demonstra que na fase 

clara a ingestão é maior no grupo DSC quando comparado ao CTR AL. O TRF 

promove aumento simultâneo de NPY e CART apenas em animais sob ciclo CE 

12:12h. A DSC aumentou a expressão gênica de PTEN, PTPN1 e G6Pase, da 

proteína PI3K, a atividade das enzimas SOD-1 e catalase e os biomarcadores de 

estresse oxidativos TBARS e proteína carbonilada no fígado, porém o TRF atenuou 

apenas os efeitos na G6Pase e na PI3K. Conclusão: Em síntese, esses achados 

mostram que a DSC estabelece estresse oxidativo e promove alterações na 

sinalização da insulina no fígado, que não foi atenuada pela associação com o TRF. 

 

Palavras-Chave: desalinhamento circadiano, alimentação em tempo restrito; 

metabolismo; cronobiologia; sistema antioxidante. 
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ABSTRACT 
 

The suprachiasmatic nucleus is part of a multi-oscillatory timing system in mammals, 

regulating various physiological rhythms and under modulation by internal or 

environmental synchronizers, among them: the light-dark cycle (LD), the most 

important photic synchronizer of this system. However, non-photic synchronizers such 

as food availability remain more unclear. Here, we use Wistar rats (250-300g) 

randomly distributed into four groups: control CTR AL under a symmetrical cycle of 

12:12h LD and ad libitum food availability or CTR RF with time-restricted feeding 

(TRF); DSC AL submitted to the forced circadian desynchronization protocol under a 

symmetrical cycle of 11:11h LD with ad libitum food availability and DSC RF with TRF, 

during eight weeks to evaluate the impact of DSC and TRF on locomotor activity, 

hepatic metabolism and on the antioxidant system. During the eighth week, all animals 

were submitted to the insulin and glucose tolerance test – ipITT and oGTT. After 48h 

of recovery, they were euthanized. Plasma, liver and hypothalamus samples were 

removed and stored for biochemical analyses, Western blotting and RT-qPCR. 

Results: As expected, all DSC animals showed dissociation of the locomotor activity 

rhythm. TRF increased the rate of dyssynchrony in the DSC RF group, indicating 

dominance of the light-entrained component (LEC). DSC or TRF separately did not 

alter total food intake or body mass, but the association of both included total food 

intake, reflecting on the evolution of body mass. However, the separate analysis of 

food intake in the LD phases demonstrates that in the light phase intake is higher in 

the DSC group when compared to the CTR AL.TRF promotes simultaneous increase 

of NPY and CART only in animals under LD cycle 12:12h. DSC increased DSC 

increased the gene expression of PTEN, PTPN1 and G6Pase, the PI3K protein, the 

activity of SOD-1 and catalase enzymes and the oxidative stress biomarkers TBARS 

and protein carbonyl in the liver, but TRF attenuated only the effects on G6Pase and 

PI3K. Conclusion: In summary, these findings show that forced desynchronization 

increases considerable oxidative stress and promotes changes in insulin signaling in 

liver, which was not attenuated by the association with TRF. 

 

Keywords: circadian misaligment; time restricted feeding; metabolism; chronobiology; 

antioxidant system. 
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IMPACTO E RELEVÂNCIA DA PESQUISA PARA SOCIEDADE  

 
 

Na atualidade, a exposição aos ciclos ambientais naturais de claro e escuro 

são pertubados pela iluminação artificial. Além disso, as novas demandas sociais e 

alterações nos horários das refeições contribuem para a uma cronodisrupção, ou seja, 

perturbação dos ritmos circadianos, resultando em resultados adversos à saúde (1–

4). 

O trabalho em turnos, surge como consequência do crescimento industrial 

e populacional, promovendo a necessidade de jornadas de trabalho originados pela 

atual demanda da “sociedade 24horas”, tais como: telecomunicações, atendimento de 

urgência em hospitais, farmácias, vigilância noturna, indústrias, dentre outros. Os 

trabalhadores em turnos são “forçados”, ainda que voluntariamente, a ficarem ativos 

quando seu ritmo biológico natural se prepara para estar em repouso, ocasionando 

assim uma ruptura dos ritmos biológicos, ou seja, a dissociação entre os sinais 

temporais do relógio biológico e o horário de sono/atividade e/ou alimentação/jejum. 

Esse desalinhamento circadiano pode explicar parcialmente o aumento de 

incidências patológicas observadas em trabalhadores noturnos, como por exemplo, 

doenças cardiovasculares, síndrome metabólica, inflamação, câncer, disfunções 

reprodutivas e outras doenças (2,5–11).  

Em nosso estudo anterior (12) com modelo animal de dessincronização 

circadiana (13), observamos efeitos hepáticos deletérios relacionados à via de 

sinalização da insulina e enzimas envolvidas no sistema antioxidante. No entanto, não 

investigamos a relação com a ingestão alimentar, caracterizada como um 

sincronizador não-fótico. Alguns estudos já demonstraram mudanças nos padrões de 

alimentação em trabalhadores em turnos (14–16). 

 No entanto, não está esclarecido os efeitos entre sincronizadores fóticos e 

não fóticos, como o arrastamento do ciclo claro-escuro e o ciclo alimentação/jejum, 

sob a expressão de genes e proteínas hepáticas e hipotalâmicas envolvidas na via da 

sinalização da insulina e da gliconeogênese.  

Torna-se essencial esclarecer os prejuízos e prováveis mecanismos 

envolvidos nesse processo, para informação, elaboração e promoção de intervenções 

que visam educar e melhorar a qualidade de vida de trabalhadores em turnos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No planeta Terra, os organismos vivos são submetidos à flutuações 

ambientais ao longo dos anos, meses e dias, portanto desenvolveram um sistema de 

temporização interno intimamente ligado ao ambiente e suas mudanças, através de 

interações bioquímicas, fisiológicas e comportamentais mútuas culminando em ritmos 

biológicos. (17,18).  

O sistema de temporização em mamíferos, consiste principalmente de um 

oscilador autônomo central, estruturas hipotalâmicas e bilaterais denominadas de 

núcleo supraquiasmático (SCN) e os osciladores periféricos, distribuídos amplamente 

por todos os tecidos(19–21). Esses osciladores são mecanismos caracterizados por 

flutuações repetidas em um intervalo temporal regular. Em condições fisiológicas esse 

sistema multioscilatório está interconectado e sincronizado entre si (18,22). 

A descoberta endógena do oscilador central foi possível através de lesões 

seletivas de áreas hipotalâmicas nos estudos de Stephan et al (23,24). Lesões no 

SCN em ratos albinos abole permanentemente os ritmos noturnos e circadianos na 

ingestão hídrica e na atividade locomotora, concluindo que essa estrutura era 

responsável pela geração de tais ritmos. 

Um clássico experimento aplicando técnicas de transplante neural, através 

de pequenos enxertos de neurônios do SCN íntegro em animais arrítmicos após lesão 

eletrolítica, promoveu restauração da ritmicidade circadiana. No entanto, os ritmos 

restaurados demonstravam sempre o mesmo período do genótipo do doador, 

determinando a endogenicidade e a individualidade genética desse núcleo (25). 

Descobertas recentes, demonstram que os osciladores centrais são 

gerados e controlados por um loop de feedback autorregulatório transcricional 

composto pelos ativadores transcricionais, Clock e Bmal1, e seus genes-alvo, Per1, 

Per2, Cry1 e Cry2, cujos produtos se acumulam ritmicamente e formam um complexo 

repressor que interage com CLOCK-BMAL1 inibindo sua própria transcrição. Essa 

recente descoberta permitiu à percepção da expressão gênica dos genes relógio pelos 

diversos tecidos do corpo: osciladores periféricos (19,26,27) 

O SCN está sujeito à modulação a partir de outros sincronizadores internos 

ou ambientais, dentre eles: o ciclo claro-escuro (CE). Esse sincronizador é 

caracterizado como fótico, pois está relacionado ao fotoperíodo. A luz incide na retina 
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transmitindo informações visuais através de projeções dos tratos ópticos (trato 

retinohipotalâmico - TRH) para o SCN, sincronizando diversos ritmos biológicos 

através de flutuações gênicas, bioquímicas e fisiológicas em ciclos de 

aproximadamente 24h, denominados ritmos circadianos, originados do latim cerca de 

um dia (28–30). 

Esse processo de fotossincronização nos mamíferos se inicia nas células 

ganglionares da retina que possuem fotopigmentos e terminam nos ramos dendríticos 

menores dos neurônios do núcleo supraquiasmático (28,31), sendo assim a luz, além 

de ser o estímulo para a visão, também controla processos que são completamente 

independentes da formação de imagem, como ajustes dos ritmos circadianos do 

organismo através do CE. Os estímulos capazes de sincronizar as oscilações 

autossustentadas do SCN foram denominados de Zeitgebers - ZT (“doadores de 

tempo”) pelo alemão Aschoff (32), o ciclo claro-escuro é o zeitgeber mais esclarecido 

e considerado uma “pista externa” (33). 

Nos experimentos de Campuzano et al (13,34) ratos e ratas foram mantidos 

sob períodos de CE compreendidos entre 21- 23,5h, demonstrando que o padrão da 

atividade locomotora pode ser dissociado em dois componentes, porém depende 

quantitativamente do período (T), indicando que existe um limite de arrastamento 

circadiano. 

Iglesia et al (35) submeteram ratos ao CE artificialmente curto de 22 horas 

(CE22), consolidando-o como método não-invasivo de dissociação do SCN in vivo que 

expressa dois ritmos circadianos com comprimentos de períodos diferentes na 

atividade locomotora: um componente arrastado pela luz (LEC) e outro não-arrastado 

pela luz (NLEC). Além disso, a expressão gênica nas subdivisões do SCN: 

ventrolateral (vlSCN) e dorsomedial (dmSCN) diferiram entre si. Isso ocorre pois no 

SCN de alguns roedores como ratos, os neurônios ventrolaterais recebem entrada 

direta na retina e, por sua vez, projetam-se para os neurônios dorsomediais 

ipsilaterais, dentre eles o núcleo paraventricular (PVN), envolvido em diversas 

funções, incluindo na síntese de glicocorticoides  (21,31,36–38). 

Outro modelo animal foi proposto por Salgado-Delgado et al (3), no qual 

através de uma roda de atividade os animais são forçados a estar ativos durante oito 

horas na fase clara, ou seja, na fase de sono do ciclo vigília-sono. Este estudo 

evidenciou que a atividade forçada durante essa fase altera tanto ao padrão de 
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atividade locomotora, como a ingestão alimentar, resultando na perda de ritmicidade 

da glicose e inversão do ritmo de triacilgliceróis. 

Embora o ciclo claro-escuro seja o principal Zeitgeber do oscilador central, 

a disponibilidade de alimentos ou jejum recentemente foram reconhecidos como outro 

potente sincronizador dos osciladores periféricos, promovendo arrastamento de fase. 

Estes são caracterizados como não-fóticos, ou seja, que não dependem da luz e 

possuem importante papel nas alterações da expressão gênica do oscilador no fígado 

(38,39). Essas alterações poderiam ocasionam mudanças no metabolismo e equilíbrio 

energético, mas não estão plenamente esclarecidos (40–43).  

O oscilador do fígado gera ritmos transcricionais diários, porém a regulação 

dos genes circadianos e sua interação com o CE não é plenamente esclarecida nesse 

tecido(44). No entanto, sugerimos que essa regulação poderia ocorrer através de 

eventos catabólicos e anabólicos com base nas entradas e demandas energéticos do 

corpo controlada por outros ritmos, como por exemplo, o ciclo alimentação/jejum (45–

47). 

Por exemplo, o desencadeamento do pico de insulina através da ingestão 

de alimentos ativa a expressão de enzimas metabólicas no fígado ocasionando 

eventos anabólicos, como glicogênese e lipogênese (46–48). Contudo, a composição 

da dieta interfere no processo de lipogênese, pois após alimentação crônica com dieta 

rica em gordura (DRG), os níveis de lipogênese no fígado permanecem alta mesmo 

durante o jejum, quando a secreção de insulina é inibida (49–51). 

O desalinhamento circadiano aumenta a ocorrência de disfunções 

metabólicas, incluindo doença hepática gordurosa, obesidade e diabetes (7,8,43,52–

55), uma das causa poderia ser a alteração na transcrição rítmica dos genes relógios 

no fígado (56).  

Com a crescente industrialização mundial, a existência do trabalho em 

turnos, como por exemplo, atendimento de urgência em hospitais, farmácias, 

vigilância noturna, indústrias, se tornaram necessários pela demanda da atual 

“sociedade 24horas”. Esses funcionários com jornadas de trabalho em turnos 

noturnos ou com carga horária em turnos alternados que incluem um período noturno 

são incluídos no termo designado como “trabalho em turnos”. Simultaneamente, a 

exposição de luz artificial à noite aumentou para execução dessa jornada noturna, 

permitindo maior segurança na realização das atividades sociais e profissionais. 

Portanto, nos centros urbanos, os ciclos ambientais naturais são interrompidos pela 
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iluminação artificial, padrão alimentar e/ou pela demanda social do trabalho em turnos, 

promovendo cronodisrupção, ou seja, perturbação dos ritmos circadianos internos 

(5,7–10,57,58). 

Sabe-se que o ser humano possui hábitos predominantemente diurnos, 

portanto, trabalhadores em turnos são “forçados”, ainda que voluntariamente, a 

ficarem ativos quando deveriam estar em repouso. Desta forma, ocorre uma ruptura 

da “sincronização interna” dos ritmos, frequentemente associada à prevalência de 

insônia, obesidade, diabetes, esterilidade, câncer, distúrbios cardiovasculares, 

transtornos do humor, depressão e ansiedade (1–3,8,54,55,59,60).  

Gaspar et al (61) demonstraram que o desempenho cognitivo em 

trabalhadores em turnos também sofre consequências ocasionados pelo 

desalinhamento circadiano, os relatos são acompanhados por queixas de alteração 

no humor, fadiga (aguda ou crônica), sonolência e aumento de acidentes de trabalho.  

Além disso, o trabalho em turnos promove mudanças nos padrões de 

alimentação, seja na janela alimentar, no aumento da ingestão alimentar ou no tipo de 

nutrientes ingerido (14–16). Portanto, sugerimos que distúrbios prevalentes neste 

grupo de trabalhadores extrapolam os efeitos relacionados ao CE, e são somados às 

alterações na ingestão alimentar em horários atípicos (62,63). 

Nossos estudos anteriores(12) apresentaram efeitos hepáticos deletérios 

relacionados à sinalização da insulina via PI3K/AKT e aumento de enzimas envolvidas 

no equilíbrio do sistema antioxidante em roedores submetidos à dessincronização 

circadiana forçada. No entanto, anteriormente não mensuramos o consumo alimentar 

separadamente em cada fase do CE, e propomos avaliar essa lacuna neste novo 

estudo. 

Tomando em conjunto os dados da literatura atual e nossos resultados 

anteriores, formulamos a hipótese que a alimentação em tempo restrito na fase escura 

atenua os prejuízos sob o metabolismo e o sistema antioxidante de animais 

submetidos ao protocolo de dessincronização circadiana forçada (DSC), com objetivo 

de identificar os efeitos isolados e associados do regime de iluminação e do regime 

de alimentação, verificando se os efeitos na sinalização da insulina e no sistema redox 

são por alteração na ingestão alimentar neste protocolo. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da dessincronização circadiana forçada do ritmo 

atividade/repouso e da alimentação em tempo restrito em ratos Wistar sob os 

parâmetros metabólicos e o sistema antioxidante. 

 

2.2.  Objetivos Específicos 

 

I. Analisar o perfil atividade-repouso dos animais submetidos ao ciclo 

claro-escuro simétrico de 22h durante o protocolo de dessincronização 

forçada e alimentação em tempo restrito; 

II. Avaliar o consumo alimentar separadamente nas fases do ciclo 

claro/escuro durante o protocolo de dessincronização forçada e 

alimentação em tempo restrito; 

III. Acompanhar e avaliar a massa corporal semanalmente durante o 

protocolo de dessincronização forçada e alimentação em tempo restrito; 

IV. Verificar a sensibilidade à insulina através do teste de tolerância à 

insulina (ipITT) e a tolerância à glicose (oGTT); 

V. Analisar os parâmetros bioquímicos: glicose, colesterol total, HDL, LDL, 

VLDL e triglicerídios; 

VI. Analisar a função hepática através dos parâmetros bioquímicos: 

aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), 

amilase, fosfatase, desidrogenase, lipase, albumina, proteínas totais, 

bilirrubina direta e total; 

VII. Mensurar a atividade de superóxido dismutase (SOD-1) e catalase 

(CAT) e os biomarcadores envolvidos na defesa antioxidante: 

perioxidação lipídica e proteína carbonilada no fígado após o protocolo 

de dessincronização forçada e alimentação em tempo restrito; 

VIII. Analisar a expressão proteica de proteínas/enzimas envolvidas na via 

de sinalização da insulina via PI3K/Akt no fígado: IRS, PI3K e AKT e da 

via da gliconeogênese: PEPCK e G6Pase após o protocolo de 

dessincronização forçada e alimentação em tempo restrito; 
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IX. Analisar a expressão gênica dos genes envolvidos na via da insulina: 

IRS-1, PI3Kca, Akt e da gliconeogênese: PTEN, Ppck, G6pc, PtPN1 no 

fígado após o protocolo de dessincronização forçada e alimentação em 

tempo restrito; 

X. Avaliar a expressão gênica hipotalâmica do neuropeptídeo Y (NPY),  

CARTpt e do hormônio liberador de corticotrofina (CRH) e dos principais 

genes relógios: CLOCK, BMAL e PER2 após o protocolo de 

dessincronização forçada e alimentação em tempo restrito. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

 

Vinte Ratos Wistar (250-300g) foram obtidos no Animal Biotério Central da 

Universidade Federal de Goiás e foram alojados individualmente em gaiolas padrão 

(30×20×13 cm3), pois o alojamento em grupo interfere no registro do ritmo da atividade 

locomotora individualmente. O acesso a água e ração padrão (Presence ®, São Paulo, 

SP, Brasil) foi fornecido conforme previamente estabelecido para cada grupo 

experimental. As gaiolas foram colocadas com temperatura controlada (21 ± 2°C). 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Goiás, Goiânia, Brasil (protocolo n °: 001/19). 

 

Figura 1. Foto representativa da disposição dos animais no contêiner específico para o protocolo de 

dessincronização circadiana forçada. 

 

 

3.2.  Protocolo de dessincronização circadiana forçada 

 

Inicialmente, no período de adaptação, todos os animais foram mantidos 

invertidos em um ciclo claro-escuro simétrico de 24h (12h claro:12h escuro) - luzes 

acesas às 18h - por quatro semanas antes do início dos experimentos.  

Após o período de adaptação, os animais foram distribuídos aleatoriamente 

dentro de quatro condições experimentais durante oito semanas. Os grupos 

experimentais consistiam em: 
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CTR – AL (n=4): grupo controle submetido ao ciclo claro/escuro simétrico 

com período de 24h (12h claro: 12h escuro – CE24) com disponibilidade de alimento 

ad libitum; 

CTR – RF (n=5): grupo controle submetido ao ciclo claro/escuro simétrico 

com período de 24h (12h claro: 12h escuro – CE24) com alimentação em tempo 

restrito, ou seja, com disponibilidade durante a fase escura do CE; 

DSC – AL (n=5): grupo experimental submetido ao ciclo claro/escuro 

simétrico de 22h (11h claro: 11h escuro – CE22) com disponibilidade de alimento ad 

libitum; 

DSC – RF (n=6): grupo experimental submetido ao ciclo claro/escuro 

simétrico de 22h (11h claro: 11h escuro – CE22) com alimentação em tempo restrito, 

ou seja, com disponibilidade na fase escura do CE (DSC – RF). 

O protocolo de dessincronização interna forçada (DSC) utilizado nesse 

estudo foi realizada conforme relatado anteriormente (13,35). O tempo de Zeitgeber 

(ZT) 0 se refere ao início da fase clara (luz acesa), ZT 12 se refere ao início da fase 

escura (luz apagada) para os grupos CTR e ZT11 se refere à luz apagada para os 

grupos DSC. Em todos os casos, a intensidade da luz consistia em 100±10 lux durante 

a fase clara.  

 

3.3. Massa corporal, ingestão alimentar e hídrica 

 

Durante todo o protocolo a ingestão alimentar foi medida diariamente em 

ambas fases do ciclo: claro ou escuro, através de manipulação manual no início da 

fase escura e da fase clara. A ingestão relativa foi calculada através de correção com 

o peso semanal de cada animal. A massa corporal foi mensurada semanalmente para 

calcular a evolução do peso corporal através da comparação com o peso inicial de 

cada animal. 

 

3.4. Teste de tolerância à insulina (ipITT) e à glicose (oGTT)  

 

No início da oitava semana do protocolo experimental os animais foram 

submetidos ao teste de ipITT (1,5U/Kg de peso corporal, administrada via i.p.), com 

insulina recombinante humana (Eli Lilly®, São Paulo, Brasil) em concentração 2% (v/v) 

diluída em solução fisiológica isotônica (NaCl 0,9%), os animais tiveram comida retida 



26 
 

 
 

por 2 horas antes da injeção de insulina, durante a fase escura do ciclo claro/escuro, 

aproximadamente entre os ZT 16 e 17. 

Amostras de sangue foram coletadas através de uma pequena punção na 

extremidade da cauda e a glicemia medida por glicosímetro comercial com fitas 

descartáveis (ACCU-CHECK® Advantage, Roche Diagnostics, Mannhein, Germany) 

em um momento anterior à injeção de insulina (basal), e 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos 

após a injeção de insulina (Trevenzoli, Rodrigues, et al., 2010). 

A taxa de decaimento da glicose sanguínea (Kitt) foi calculada através da 

fórmula Kitt = Slope x100, calculado a partir da análise do ângulo de inclinação da reta 

das concentrações de glicose plasmática durante a fase linear de declínio da glicemia 

(Calegari et al, 2011). 

Os animais submetidos ao ipITT, após 24h foram submetidos a jejum prévio 

(12 horas), seguido do teste oral de tolerância à glicose (oGTT). Portanto, foi 

administrada por gavagem uma solução contendo glicose (2mg/g de peso corporal) a 

50% (1g/1mL) diluída em solução fisiológica (NaCl 0,9%), amostras de sangue foram 

coletadas nos tempos 0 min (antes da injeção de glicose), 15, 30, 60, 90 e 120 min 

após a injeção da forma supracitada, durante a fase escura do ciclo claro/escuro, 

aproximadamente entre os ZT 12 e 14 em dias de alinhamento (coincidência). 

 

3.5. Coleta de tecidos 

 

Após o final do período de oito semanas, todos os animais foram colocados 

em jejum por 12 horas. Em seguida foram eutanasiados após administração de 

tiopental sódico (45 mg/kg) para coleta de sangue, hipotálamo, pâncreas, adrenal, 

tecido adiposo branco e fígado. As amostras de sangue foram centrifugadas em 

centrífuga refrigerada à 4°C e 4000 rpm, durante 15 minutos para coleta do plasma e 

logo após armazenado no freezer -80°C para posterior análise bioquímica. O 

pâncreas, a adrenal esquerda e o fígado foram pesados. Após a pesagem, apenas o 

fígado e o hipotálamo foram armazenados em freezer -80°C para posteriormente 

submetidos à técnica de Westerna Blotting e reação em cadeia da polimerase de 

transcrição reversa quantitativa (RT-qPCR), os demais órgãos foram descartados. 

Como dito anteriormente por Iglesia et al.(35), este protocolo experimental 

apresenta dois componentes do ritmo de atividade locomotora que são expressos 

simultaneamente nos animais (T22 e T24), portanto esses ritmos acabam coincidindo 



27 
 

 
 

em alguns dias e em outros não, provocando uma alternância constante. Iglesias et al 

separou o comportamento de um mesmo animal em quatro momentos distintos, 

porém em nosso estudo nos focamos as análises no momento de alinhamento ou 

também denominado como coincidência de atividade, que ocorre quando a atividade 

locomotora do animal está alta em ambos componentes rítmicos, ou seja, a 

predominância de sua atividade está na fase escura (fase de atividade). 

Com base nessa definição, os dias para coleta de tecidos foram 

selecionados através da visualização individual dos actogramas e periodograma de 

cada animal. Nos dias selecionados os tecidos foram coletados 1h após a última 

transição da fase clara para a fase escura, entre os ZT 13 e 14 para CTR e ZT 12 e 

13 para DSC, nos grupos CTR e DSC respectivamente.  

 

3.6. Extração de proteína e Western Blotting 

 

A análise de expressão de proteínas da via de sinalização de insulina no 

fígado foi realizada usando a técnica de Western Blotting. As amostras de fígado foram 

homogeneizadas posteriormente em tampão de extração (1% Triton X-100, 100 mM 

Tris (pH 7,4), 100 mm pirofosfato de sódio, 100 Mm fluoreto de sódio, 10 mM EDTA, 

10 mM vanadato de sódio, 2 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil e 0,1mg ml1 aprotinina) 

a 4°C com três beads no Bead Ruptor 12 Homogeneizer OMNI (Omni International, 

Kennesaw, GA, EUA) operado em velocidade máxima por 30s. Os lisados foram 

centrifugados Eppendorf 5804R (Hamburgo, Alemanha) a 10500 rpm, a 4°C durante 

15 min para remover o material insolúvel. O sobrenadante foi usado para o ensaio. 

O teor total de proteína foi determinado via biureto através do EPOCH, logo 

após o tampão Laemmli contendo 100 mM de ditiotreitol foi adicionado ao 

sobrenadante e as amostras foram aquecidas por 5 a 10 min (Laemmli, 1970). Em 

seguida, amostras com quantidades iguais de proteínas (70μg) foram aplicadas em 

gel de poliacrilamida para separação por SDS-PAGE e transferidas para membranas 

de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com leite em pó a 5% em 

temperatura ambiente por 1h30min e depois incubados overnight a 4°C com os 

seguintes anticorpos primários: substrato de receptor de insulina 1 - IRS1 (sc-559), 

fosfoenolpiruvato carboxiquinase - PEPCK (sc-271029) e glicose 6-fosfatase- G6Pase 

(sc-39815S) da Santa Cruz Biotechnology (Dallas,TX, EUA); e  anti-fosfo-Akt (#4060); 

fosfoinositídeo 3-quinase – PI3K (#4292) da Cell Signaling (Danvers, MA, EUA). O 
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gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase - GAPDH (sc-25778) da Santa Cruz 

Biotechnology (Dallas,TX, EUA) foi usado como proteína constitutiva. Ao final do 

período, as membranas foram então incubadas por 2h com os anticorpos secundários 

específicos (rabbit ou mouse). As bandas foram detectadas pelo substrato de 

quimioluminescência peroxidase de rábano apriomarada (ECL) da Thermo Scientific 

(Waltham, MA, EUA) e então visualizadas e adquiridas pelo C-DiGit™ Blot Scanner 

(LI-COR, Lincoln, NE, EUA). A intensidade das bandas foi quantificada por densidade 

óptica relativa por meio do software FIJI (ImageJ, NIH, Cambridge, MA, EUA).  

 

3.7. Extração de RNA e RT- qPCR 

 

A análise de expressão gênica foi realizada via RT – qPCR. O RNA foi 

extraído usando procedimentos padrão. Os tecidos foram homogeneizados em 400μl 

de Trizol (Thermo Fisher Scientific), e o conteúdo de RNA foi extraído de acordo com 

as instruções do fabricante. A integridade do RNA foi confirmada por eletroforese em 

gel de agarose a 1,5%. Um total de 3μg de RNA foi usado para a síntese de cDNA 

usando kits de transcrição reversa de cDNA de alta capacidade (Thermo Fisher 

Scientific). As amostras de cDNA do fígado foram submetidas a uma reação em cadeia 

da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) usando 60ng de cDNA e primers 

para IRS-1, PI3Kca, Akt, PTEN, Ppck, G6pc, PtPN1 e o primer para GAPDH foi 

utilizado como controle endógeno todos da TaqMan (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), e 

iTaq Universal Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) usados de acordo com a 

recomendação do fabricante. Cada reação de PCR foi realizada em duplicata. Água 

miliQ, em vez de cDNA, foi usada como controle negativo. Nas amostras de cDNA do 

hipotálamo utilizamos os primers iTaq Universal SYBR Green (Bio-Rad, Hercules, CA, 

EUA) para quantificar a expressão dos genes relógio: Clock, Bmal1 e Per2 (Conforme 

Tabela 1). Os dados foram avaliados usando o software StepOne Software (Thermo 

Fisher Scientific), calculando ΔΔ Ct (Livak e Schmittgen, 2001).  

 

Tabela 1.  Conjunto de primers para genes relógios no tecido hipotalâmico de ratos 

Gene Foward Reverse 

Clock 5’-TCTCTTCCAAACCAGACGCC-3’ Rato 3’-TGCGGCATACTGGATGGAAT-5’ Rato 

Bmal1 5’-TGGACTGCAACCGCAAGAG-3’  Rato 3’-CCTTCCATGAGGGTCATCTTTG-5’ Rato 

Per2 5’-CCCATCCCACACTTGCCTC-3’  Rato 3’-CACTGTGCCAGCCGGG-5’ Rato 
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3.8.  Perioxidação lipídica  

 

Para a dosagem de perioxidação lipídica no fígado, foi utilizado o método 

de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). A estimativa de TBARS foi 

realizada espectrofotometricamente seguindo o método descrito por Ohkawa et al. 

(64), com algumas modificações. As amostras foram incubadas com ácido 

tiobarbitúrico, ácido acético (pH 3,4) e SDS a 95°C por 60 min. O produto da reação, 

malondialdeído (MDA), foi lido à 532nm e sua concentração foi determinada baseada 

em uma curva padrão, na qual foi posteriormente normalizada pela quantidade de 

proteína (MDA em nmol/mg de proteína). 

 

3.9. Proteína carbonilada (PC) 

 

A quantificação de proteína carbonilada no fígado foram medidos seguindo 

o método descrito por Colombo et al. (65), com algumas modificações. As amostras 

foram incubadas com DNPH preparado em 2 mol/L HCl. A mistura foi mantida no 

escuro por 1h e agitada em vórtex a cada 15min. Tampão de desnaturação, etanol e 

hexano foram então adicionados a cada tubo e a mistura final foi agitada em vórtice 

por 40 segundos e centrifugada a 3000 rpm por 10min. O sobrenadante obtido foi 

descartado. O sedimento foi lavado com etanol-acetato de etilo (1:1 v/v) e 

ressuspenso em tampão de desnaturação. A amostra foi agitada em vórtice por 5min 

e foi usada para medir a absorbância a 370nm. Os resultados são expressos como 

nmol de conteúdo de carbonilada/mg de proteína. 

 

3.10. Atividade da superóxido dismutase e catalase   

 

A atividade de superóxido dismutase (SOD-1) e catalase (CAT) no fígado 

foram determinadas espectrofotometricamente. Para SOD-1 o princípio do método é 

a capacidade da enzima superóxido dismutase de inibir a autoxidação da epinefrina. 

As amostras de tecido hepático foram incubados com bitartarato de epinefrina 60 

mmol/L, e a intensidade da cor da amostra medida a 480nm, segundo o método de 

Misra e Fridovich (22) com algumas modificações. A atividade enzimática é expressa 

em unidades (U) de SOD / mg de proteína. 
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A análise da atividade da CAT foi realizada através da decomposição do 

H2O2 à 240nm de acordo com o método descrito por Aebi(66)  com algumas 

modificações. As amostras de fígado foram incubadas com 86 mmol/L de H2O2 e 

tampão de fosfato de sódio (pH 7,0). A atividade enzimática é expressa em unidades 

(U) de CAT/mg de proteína. Um U de enzima decompôs assim um µmol de H2O2/min 

a pH 7,0 a 25°C. A concentração de proteína total foi medida pelo método descrito por 

Bradford (24) usando BSA como padrão. 

 

3.11. Análises Bioquímicas 

 

Os marcadores bioquímicos para glicemia, colesterol total, 

triglicerídeos, lipoproteína de baixa densidade- LDL, lipoproteína de alta 

densidade – HDL, lipoproteína de muito baixa densidade – VLDL, aspartato 

aminotransferase – AST, alanina aminotransferase – ALT, fosfatase, 

desidrogenase, lipase, albumina , proteínas Totais, bilirrubina direta e total 

foram medidos usando kits comerciais disponibilizados gratuitamente pela 

BioClin (Belo Horizonte, MG, Brasil) utilizando o plasma coletado ao final  do 

protocolo após 12h de jejum, entre os ZT 13 e 14 para CTR e ZT 12 e 13 para 

DSC, nos grupos CTR e DSC respectivamente.  

 

3.12. Análise Estatística 

 

Todos os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média 

(M±EPM). A atividade locomotora foi plotada em actogramas pelo software El Temps 

para visualizar os componentes rítmicos e o regime de iluminação. O periodograma 

de Sokolove e Bushell (67) foi utilizado para detectar o ritmo da atividade locomotora 

e os dados fornecidos foram utilizados para elaborar a porcentagem de variância 

(V%). Calculamos a razão entre as variâncias do componente arrastado pela luz (LEC) 

e não-arrastado pela luz (NLEC) para cada sujeito (taxa de dessincronia), dados 

originados da porcentagem de variância do periodograma. Razões aproximadamente 

≈1 indicam uma contribuição equilibrada dos componentes. Razões >1 indicam 

dominância do componente LEC, enquanto razões <1 indicam dominância do 

componente NLEC, nas comparações das médias dos grupos nos componentes LEC 

e NLEC, utilizamos teste t de Student, pois esses componentes são vistos apenas nos 
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dois grupos DSC. Através das análises do actograma e periodograma, um animal do 

grupo DSC RF foi retirado das análises subsequentes após não ser possível 

visualização dos padrões esperados neste protocolo DSC.  

A análise dos dados iniciou com a realização do teste de Shapiro-Wilk para 

verificar a pressuposição de normalidade de todas variáveis analisadas, todos os 

dados apresentaram distribuição normal. Sendo assim, para comparação entre as 

médias dos grupos utilizamos o teste paramétrico ANOVA-Two Way (regime de 

iluminação x regime de alimentação) seguido de post-hoc de Tukey. Além disso, a 

ingestão alimentar e o oGTT foram analisados comparando também a área sob a 

curva (ASC) durante todo período do protocolo. O nível de significância mínimo 

estabelecido foi de p<0,05. As análises e os gráficos foram realizados através do 

software GraphPadr Prism (versão 8). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Atividade locomotora 

 

Actograma e periodograma são gráficos individuais para cada animal  

utilizados para visualizar e analisar os parâmetros cronobiológicos da atividade 

locomotora, permitindo  neste caso comprovar a dessincronização forçada nos 

animais. Apenas um animal não exibia dissociação dos osciladores e foi removido das 

análises. Na análise de periodograma observamos pico único nos grupo CTR AL 

(Figura 2. A) e RF (Figura 2. C). No entanto, dois picos foram observados nos grupos 

DSC AL (Figura 2. B)  e RF (Figura 2. D).  

 

Figura 2. Efeitos da dessincronização forçada e alimentação em tempo restrito sob a atividade 
locomotora. Actograma representativo em double-plot de um rato do grupo controle sob o regime de 
iluminação CE24 (12h:12h) ad libitum (A), um rato do grupo dessincronizado sob o regime de 
iluminação CE22 (11h: 11h) ad libitum (B); um rato do grupo controle sob o regime de iluminação CE24 
(12h:12h) e alimentação em tempo restrito (C), um rato do grupo dessincronizado sob o regime de 
iluminação CE22 (11h: 11h) e alimentação em tempo restrito (D) durante oito semanas. O periodograma 
de cada animal representativo está abaixo de seu respectivo actograma (n = 4 - 6 animais por grupo). 
 

A Figura 3. A, apresenta os resultados do somatório da atividade 

locomotora durante todo protocolo, ou seja, durante oito semanas, não sendo 

identificado diferenças significativas em nenhum grupo. No entanto, quando 

observamos a atividade locomotora separadamente entre as fases do CE, é possível 

visualizar que a predominância da atividade se encontra na fase escura para todos os 

grupos quando comparado a fase escura no mesmo grupo, exceto no grupo DSC AL 

(Figura 3.B).  
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Figura 3. Efeitos da dessincronização forçada e alimentação em tempo restrito sob a atividade 
locomotora. Somatório absoluto de atividade locomotora durante oito semanas (A) e total de atividade 
locomotora para cada fase separadamente do ciclo claro/escuro (B). A atividade locomotora foi 
detectada e registrada por sensor de movimento acoplado no software de acionamento programado -
SAP. Os resultados são expressos como Média ± EPM. *P <0,05, *** < 0,001 e **** P < 0,0001 indicam 
diferença significativa no teste Two Way ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey entre as fases clara 
e escura entre o mesmo grupo (n = 4 - 6 animais por grupo). 
 

O TRF não afetou a potência do ritmo de atividade nos grupos submetidos 

à CE24: CTR AL e CTR RF (Figura 4 e Figura 5.A). O grupo DSC RF mostra poder 

numericamente maior do componente LEC e menores de NLEC em comparação com 

DSC AL, mas não estatisticamente significativo (Figura 5. B e C). No entanto, a razão 

da % de variância (taxa de dessincronia) foi significativamente maior no grupo DSC 

RF (Figura 5.D). 

 

 

Figura 4. Variação do ritmo sincronizado com o ciclo claro-escuro. Valores obtidos por meio do 
periodograma de Sokolove-Bushell (T=1440 min ou T=1320 min). Os dados são apresentados como 
média ± EPM. Todos * indicam P <0,05 no teste post-hoc de Tukey HSD após Two Way ANOVA, (n = 
4 - 6 animais por grupo). 
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Figura 5. Variância do ritmo sincronizado com o ciclo claro-escuro dos grupos separadamente. Variação 
do ritmo no grupo CTR ad libitum e restrito (A), variação do ritmo sincronizado com o ciclo claro-escuro 
nos grupos DSC ad libitum e restrito (B), ritmo de corrida livre ou não sincronizado nos grupos DSC ad 
libitum e restrito(C) e relação de dessincronização DSC ad libitum e restrito (D). Os dados são 
apresentados como média ± EPM. Todos * indicam p <0,05 no teste post-hoc de Tukey HSD após Two 
Way ANOVA, (n = 4 - 6 animais por grupo). 
 
 
 

4.2  Ingestão alimentar e massa corporal 

 

Durante todo protocolo experimental, ou seja, oito semanas observamos 

que tanto CTR RF quanto DSC RF, ingerem mais ração que os animais ad libitum de 

seu respectivo grupo na fase escura do CE (Figura 6. A). Além disso, na fase clara a 

ingestão do grupo DSC AL é maior quando comparado aos animais do grupo CTR AL, 

somando uma média semanal de 59g a mais do que grupo CTR AL (Figura 6. B), 

porém não refletiu no consumo total deste grupo. No entanto, a média da ingestão 

total no grupo DSC RF está reduzida, diferindo-se num total de 17g quando 

comparado ao grupo CTR AL (Figura 6.C), refletido na evolução da massa corporal a 

partir da segunda semana quando comparado ao grupo CTR AL e DSC AL (Figura 6. 

D). 
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Figura 6. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito na ingestão alimentar 
e na massa corporal durante oito semanas. Ingestão alimentar relativa na fase ESCURA (A) e CLARA 
(B) durante oito semanas. Consumo alimentar total relativo (C) e evolução da massa corporal (D). Os 
resultados são expressos como Média ± EPM após Two Way ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey. 
* P <0,05 indica diferença significativa entre os grupos CTR AL. +P <0,05 indica diferença significativa 
entre os grupos CTR AL. # P <0,05, ## P < 0,01 e ### P < 0,001 e #### P < 0,0001 indica diferença 
significativa entre os grupos DSC quando comparado com o grupo DSC AL, (n = 4 - 6 animais por 
grupo). 
 
 

4.3  Homeostase da glicose 

 

Não observamos diferenças significativas nas análises relacionadas à 

homeostase da glicose plasmática durante a oitava semana de protocolo experimental 

entre os pontos dos testes de tolerância à insulina (Figura 7.A) e tolerância oral à 

glicose (Figura 7.B). Nas análises de Kitt (Figura 7.C) e área sob a curva (Figura 7.D) 

também não identificamos nenhuma alteração significativa. 
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Figura 7. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito na homeostase da 
glicose in vivo em dias de alinhamento (coincidência). Curva do teste de tolerância à glicose oral - GTT 
(A), área sob a curva (B), curva do teste de tolerância à insulina - ITT (C) e constante de decaimento 
da glicose - Kitt (D). Os resultados são expressos como Média ± EPM após Two Way ANOVA seguido 
pelo post-hoc de Tukey, (n = 4 - 6 animais por grupo). 
 
 

4.4  Expressão gênica no fígado e no hipotálamo  

 

Na Figura 8 abaixo, é apresentado a expressão dos genes relacionados à 

via da insulina no fígado. Os genes IRS-1 e PI3Kca (Figura 8. A, B e D) não 

apresentaram diferenças entre os grupos, porém observamos aumento nos níveis de 

mRNA de AKT (Figura 8.C) no grupo DSC RF. Na via da gliconeogênese a expressão 

gênica de G6Pc aumentou no grupo DSC AL (Figura 8.E), mas não há diferenças 

significativas na expressão de Pck1 (Figura 8.D) quando comparado ao grupo CTR 

AL. Além disso, PTEN e PTPN1 em ambos grupos DSC AL e RF também estão 

aumentados em relação aos grupos CTR AL (Figura 8. F e G).  
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Figura 8. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito na expressão gênica 
de genes envolvidos na homeostase glicêmica no fígado após 12 horas de jejum em dias de 
alinhamento (coincidência). Expressão gênica de mRNA de IRS1 (A), PI3KCa (B), AKT (C), Pck1 (D), 
G6Pc (E), PTEN (F) e PTPN1 (G). Os resultados são expressos como Média ± EPM após Two Way 
ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey.* P <0,05 indica diferença significativa, **P < 0,01, (n = 4 - 6 
animais por grupo). 
 

Genes de neuropeptídeos relacionados à saciedade e o hormônio liberador 

de corticotrofina demonstraram diferenças significativas com associação da 

alimentação em tempo restrito. O tempo de alimentação restrito na fase escura 

aumentou a expressão gênica de NPY e Cartpt no grupo CTR-RF. No entanto, no 

grupo DSC-RF a dessincronização circadiana parece eliminar esse aumento quando 

associado à alimentação em tempo restrito, em comparação ao grupo CTR-AL e DSC-

AL (Figura 9. A-B). Porém, a expressão gênica do gene CRH demonstrou aumento 

significativo em todos os grupos experimentais quando comparado ao grupo CTR- AL 

(Figura 9.C). 

 
Figura 9. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito na expressão gênica 
de NPY, CARTpt e CRH no hipotálamo após 12 horas de jejum em dias de alinhamento (coincidência). 
Expressão gênica de mRNA de NPY (A), Cartpt (B) e CRH(C). Os resultados são expressos como 
Média ± EPM após Two Way ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey. * P <0,05 indica diferença 
significativa, **P < 0,01, (n = 4 - 6 animais por grupo). 
 

A expressão gênica dos genes relógios Bmal1, Clock1 e Per2 no 
hipotálamo no início da fase escura (CTR ZT: 13-14; DSC ZT: 12-13) não 
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demonstraram diferenças significativas em nenhuma das condições apresentadas, 
conforme podemos observar na Figura 10.  

 
Figura 10. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito na expressão gênica 
dos genes relógios no hipotálamo em dias de alinhamento (coincidência). Expressão gênica de mRNA 
de Bmal1(A), Clock1 (B) e Per2(C). Os resultados são expressos como Média ± EPM após Two Way 
ANOVA, (n = 4 - 6 animais por grupo). 

  
 

4.5  Expressão de proteínas no fígado 

 

A Figura 11 apresenta a expressão das proteínas na via de sinalização de 

insulina no fígado. Observamos aumento na expressão de PI3K apenas no grupo DSC 

AL quando comparado ao grupo CTR AL (Figura 11.B), observou-se reversão desse 

aumento no grupo DSC RF. Além disso, o grupo DSC RF apresentou redução nos 

níveis de f-Akt quando comparada ao grupo CTR AL (Figura 11.C). Não observamos 

diferenças estatísticas na expressão das enzimas envolvidas na via da 

gliconeogênese no fígado - PEPCK e G6pase (Figura 11. D e E). 

 

Figura 11. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito na expressão de 
proteínas envolvidas na homeostase glicêmica após 12 horas de jejum em dias de alinhamento 
(coincidência). Expressão nos níveis de proteína do IRS1(A), Pi3K(B), f-Akt(C), PEPCK (D) e G6Pase 
(E). Figuras representativas das membranas de acrilamida utilizadas (F). Os resultados são expressos 
como Média ± EPM após Two Way ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey. * P <0,05 indica diferença 
significativa, (n = 4 - 6 animais por grupo). 
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4.6  Estresse Oxidativo no fígado 

 

Nos grupos DSC, apresentaram aumento significativo dos biomarcadores 

de estresse oxidativo - peroxidação lipídica e proteína carbonilada, independente do 

regime alimentar, comparado aos grupos CTR AL e RF (Figura 12.B). Além disso, 

identificamos aumento na atividade de SOD-1 nos grupos DSC AL e RF (Figura 12.C), 

porém, este aumento foi observado apenas no grupo DSC RF na atividade da enzima 

CAT quando comparado ao grupo CTR AL (Figura 12.D). 

 

Figura 12. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito sob enzimas e 
biomarcadores envolvidos no sistema antioxidante no fígado em dias de alinhamento (coincidência). 
Efeito sob os níveis de perioxidação lipídica (A), proteína carbonilada (B), atividade da superóxido 
dismutase (C) e catalase (D). Os resultados são expressos como Média ± SEM. (n = 4 - 6 animais por 
grupo após Two Way ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey.*P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 e 
**** P < 0,0001, quando comparado com o grupo CTR AL. # P < 0,05, ## P < 0,01 e ### P < 0,001, quando 
comparado com o grupo CTR RF. + P < 0,05, quando comparados apenas entre os grupos DSC AL e 
DSC RF (n = 4 - 6 animais por grupo). 
 

 

4.7  Análises bioquímicas plasmáticas e massa dos órgãos 

 

A Tabela 2 apresenta o resultado das análises bioquímicas plasmáticas 

demonstrando poucas alterações significativas, sendo uma dela os valores de 

glicemia, com diminuição no grupo DSC AL comparado ao grupo CTR AL e DSC RF. 

Os valores de triglicerídeos plasmáticos diminuíram apenas no grupo CTR RF quando 

comparado ao grupo CTR AL. Nas análises referentes à função hepática a enzima 

fosfatase apresentou diminuição em ambos grupos submetidos à dessincronização 
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circadiana forçada DSC AL e DSC RF quando comparado ao grupo CTR AL. No 

entanto, a enzima amilase aumentou no grupo DSC RF quando comparado ao grupo 

DSC AL. 

Tabela 2. Análises bioquímicas plasmática de ratos Wistar em jejum (12h) em dias de 
alinhamento (coincidência), após oito semanas de dessincronização forçada e alimentação em 
tempo restrito 
 

PARÂMETROS CTR AL CTR RT DSC AL DSC RF 
Massa corporal final (g) 379±4 357±7 371±13 347±8 

Glicemia mg/dL 180.1±64 164.5±2.3 141.7±4a 175.5±5.2b 
Triglicerídeos mg/dL 35.9±8.4 13.6±1.3a 24.2±3.8 27±3.4 

Colesterol g/dL 39.5±3.1 36.9±5.4 41.4±4.1 42.8±5.4 
HDL mg/dL 20.4±1.1 16.3±0,4 19.3±2.4 19.7±1.8 
LDL mg/dL 11.9±3.1 17.9±5.5 19.3±6.2 17.8±5.5 

VLDL mg/dL 7.1±1.6 2.7±0,2 5.9±1.2 6.3±1 
AST (UI/L) 81.1±8.8 76.35±2.5 71.2±9.8 74.47±10.3 
ALT (u/l) 96.1±4.6 75.98±9.8 96.7±7.3 81.1±4.6 
Amilase 459.9±21.4 448.1±10.78 404.4±17.4 490.8±28.8 b 

Fosfatase (U/L) 446.7±40.6 349.4±37.6 304.3±11.4a 313.9±20 a 
Desidrogenase (U/L) 229.4±32 277.1±87.6 319.9±85.2 221.6±28.9 

Lipase (U/L) 31.3±12.4 32.1±10.6 11.2±1.9 26.4±8.1 
Albumina (g/dL) 2.65±0.07 2.59±0.08 2.57±0.07 2.57±0.07 
Proteínas Totais 6.12±0.26 5.73±0.10 5.74±0.13 5.66±0.15 
Bilirrubina Total 0.32±0.04 0.34±0.02 0.43±0.04 0.45±0.04 
Bilirrubina Direta 0.13±0.05 0.22±0.05 0.17±0.11 0.19±0.13 

 

Resultados são representados como Média ± EPM após Two Way ANOVA seguido pelo post-hoc de 
Tukey. a P <0.05 vs CTR AL, b P <0.05 vs DSC AL ANOVA Two Way. LDL – Lipoproteína de baixa 
densidade; HDL – Lipoproteína de alta densidade; VLDL – Lipoproteína de muito baixa densidade; 
AST– aspartato aminotransferase; ALT– alanina aminotransferase (n = 4 - 6 animais por grupo). 
 
 

Não encontramos diferenças significativas na massa absoluta do fígado, 

pâncreas e glândula adrenal em nenhum grupo experimental (Figura 13).  De forma 

semelhante, as condições experimentais não interferiram na distribuição corporal do 

tecido adiposo branco: retroperitoneal, mesentérica, inguinal e epididimal ou na sua 

somatória absoluta e relativa em nenhum dos grupos (Figura 14). 

 

Figura 13. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito sob a massa dos 
órgãos. Massa absoluta do fígado (A), pâncreas (B) e glândula adrenal (C). Os resultados são 
expressos como Média ± SEM após Two Way ANOVA (n = 4 - 6 animais por grupo).  
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Figura 14. Efeitos da dessincronização circadiana e alimentação em tempo restrito sob o tecido adiposo 
branco. Massa do tecido adiposo na região retroperitoneal (A), mesentérica (B), inguinal (C), epididimal 
(D), somatória do tecido adiposo total absoluto (E) e relativo (F). Os resultados são expressos como 
Média ± SEM. (n = 4 - 6 animais por grupo) após Two Way ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey. 
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5. DISCUSSÃO 
 

 

Nossos resultados demonstram que a exposição crônica ao regime de 

luminosidade simétrica CE22 associado ao TRF, promove diferentes desfechos na 

atividade locomotora, no metabolismo e no sistema de defesa antioxidante hepático. 

Ambos grupos de animais submetidos à dessincronização circadiana forçada, DSC 

AL e DSC RF, manifestaram simultaneamente dois ritmos locomotores: um 

componente arrastado pela luz (LEC) e outro componente não arrastado pela luz 

(NLEC). O TRF aumentou a robustez do LEC no grupo DSC RF comparado ao grupo 

DSC AL, porém TRF não afetou o período NLEC, corroborando com estudos 

anteriores (68,69). Sabemos que neste protocolo o LEC não ocorre devido ao 

mascaramento (13,69).  

Diferente de outros estudos que utilizaram o TRF, não encontramos 

diferenças significativas na massa corporal absoluta ou no tecido adiposo branco, 

apenas na evolução do peso. A imposição de TRF em animais DSC resultou em perda 

significativa na primeira semana permanecendo menor durante todo o protocolo no 

grupo DSC RF quando comparado ao CTR AL e entre DSC AL (Figura 6.D). Vale 

ressaltar que, diferentemente da nossa metodologia, em alguns estudos a 

disponibilidade de alimentos restringiu-se por tempo inferior, aproximadamente 2-4h, 

ocasionando diminuição acentuada na ingestão calórica, ou seja, a diminuição na 

massa corporal é principalmente pela quantidade de ingestão calórica e não pela 

janela de alimentação (39,70).  

Além disso, Arble et al (40) mostraram que o TRF aumentou a massa 

corporal de camundongos com acesso alimentar restrito à fase clara, ou seja, na fase 

atípica de alimentação de roedores. No entanto, a dieta fornecida era hiperlípidica – 

DRG, diferentemente do nosso estudo, pois ofertamos dieta padrão (Presence ®, São 

Paulo, SP, Brasil) para todos grupos. Além disso, não avaliamos os efeitos da 

disponibilidade de alimentos apenas na fase clara.  Apesar disso, identificamos 

aumento na ingestão do grupo DSC AL durante a fase clara (Figura 6.B), quando 

comparado ao grupo CTR AL. Quando comparamos as médias dos grupos referentes 

a ingestão total (somatório das duas fases do CE), observamos redução apenas no 

grupo DSC RF (Figura 6.C). Contudo, não observamos alterações significativas nas 
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medidas do tecido adiposo total ou separadamente (retroperitoneal, mesentérica, 

inguinal e epididimal) em nenhum grupo experimental (Figura 14). 

 Outro fator importante ao comparamos nossos resultados com publicações 

anteriores pode ser esclarecido pela diferença genética entre as cepas utilizadas, já 

que para o mesmo procedimento podemos encontrar respostas diferentes quando as 

cepas se diferem (70).   

Ao analisar os neuropeptídeos envolvidos no comportamento alimentar, 

observamos que tanto os níveis de CART quanto de NPY estão aumentados no grupo 

CTR RF. Podemos inferir que o aumento do NPY representa um mecanismo 

fisiológico de antecipação ao horário da oferta de alimentos, visto que a coleta do 

tecido analisado ocorreu no início da fase escura, momento que o alimento era 

disponibilizado. Curiosamente, a sincronização não-fótica através dos alimentos torna 

os roedores mais ativos aproximadamente uma hora antes da disponibilidade de 

alimentos, bem como aumenta os níveis de corticosterona plasmáticos(39) 

Sabe-se que o peptídeo CART também está relacionado a regulação do 

peso corporal através do comportamento alimentar, como observado por Lambert 

(71), após administração intracerebroventricular (icv) isolada de CART, a ingestão 

alimentar em ratos foi inibida. A administração subsequente de NPY (icv) também foi 

capaz de reduzir a ingestão. Essa interação funcional entre NPY e CART foram 

sugeridas primeiramente por Lambert após realização de microscopia de luz em 

secções duplamente imunomarcadas para imunorreatividade de NPY e CART no 

PVN, que apresentou varicosidades positivas para NPY ao redor dos corpos celulares 

positivos para CART. 

Sugerimos então, que o aumento simultâneo do peptídeo CART e do NPY 

no grupo CTR RF, poderia estar relacionado ao controle fino do comportamento 

alimentar, estimulando a saciedade e equilibrando a ingestão calórica. Em nosso 

estudo, parece evitar o aumento da ingestão calórica, apesar do TRF. Apesar de não 

mensurar os valores séricos de leptina em nosso estudo, a literatura demonstrou que 

CART é ativado por aumento dos níveis de leptina (72) e a supressão da ingestão 

alimentar mediada pela leptina é controlada por uma redução equilibrada e indução 

de NPY e CART, respectivamente. 

No grupo DSC RF houve diminuição na ingestão alimentar total que refletiu 

consequentemente na evolução da massa corporal neste grupo. No entanto, não há 

diferenças significativas nos níveis de NPY e CART. Em nossos achados, a 
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dessincronização circadiana parece perturbar a interação desses neuropeptídeos nos 

grupos DSC AL e DSC RF afetando o comportamento alimentar, demonstrando que 

os níveis desses neuropeptídeos são dependentes da condição alimentar e do regime 

de iluminação que o animal se encontra. 

Foi mostrado anteriormente neste mesmo modelo animal, que o ritmo e os 

níveis de corticosterona plasmática estão alterados e difere nos dias de alinhamento 

e desalinhamento. Além disso, especula-se que esses efeitos estejam relacionados a 

sensibilidade adrenal ao ACTH, pois as alterações entre corticosterona e ACTH não 

se correlacionaram (73). Por outro lado, o aumento na expressão gênica de CRH nos 

grupos DSC AL e RF neste estudo, associado ao aumento da zona fasciculada do 

córtex da adrenal em animais DSC em nossos estudos anteriores (12), nos permitem 

inferir um possível mecanismo de compensação para normalização desses níveis 

plasmáticos. 

A produção adrenal de glicocorticoides é regulada pelo eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal (HPA) e a produção de CRH é de extrema importância para sua 

liberação(74). Além disso, a liberação de corticosterona (roedores) é rítmica com pico 

durante o início da fase escura, ou seja, fase ativa em animais noturnos em situações 

normais, aumentando sua liberação em condições de estresse fisiológico.  

Por outro lado, também sugerimos que a expressão gênica de CRH no 

hipotálamo se elevou para aumentar os níveis de corticosterona circulante preparando 

o organismo para receber o alimento, pois os glicocorticoides são hormônios vitais e 

com multitarefas fisiológicas, incluindo a regulação da glicose. Além disso, os 

glicocorticóides possuem um ritmo circadiano com pico no início da fase escura em 

roedores (75–77). De maneira semelhante, o TRF em outro modelo animal tornou os 

roedores mais ativos aproximadamente uma hora antes da disponibilidade de 

alimentos, assim como aumentou os níveis de corticosterona plasmáticos(39,70).  

As pistas ambientais do ciclo claro/escuro, ou seja, presença ou ausência 

de luz, são recebidas no SCN através do TRH e projeta-se para alguns núcleos do 

hipotálamo, dentre eles o núcleo paraventricular (PVN), envolvido na síntese de 

glicocorticoides (37,38). Portanto, o desalinhamento circadiano através do fotoperíodo 

além de provocar estresse fisiológico, promove dissociação do SCN ocasionando 

rupturas de alguns ritmos hormonais, dentre eles a liberação de glicocorticoides, 

provavelmente pela via SCN-PVN. 
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Apesar disso, o protocolo de DSC e o TRF parece não interferir diretamente 

na homeostase da glicose (Figura 7).  Contudo, nos animais submetidos apenas à 

DSC os níveis séricos de glicose estavam reduzidos, porém a associação com TRF 

evitou essa redução, como observado no grupo DSC RF (Tabela 1). Já no grupo 

submetido apenas ao TRF os níveis de triglicerídeos reduziram (Tabela 2). Nas 

análises de lipidograma: colesterol total, HDL, LDL e VLDL não diferiram em nenhum 

dos grupos submetidos ao CE22 (Tabela 2).  

A partir das análises da expressão de proteínas envolvidas na cascata de 

sinalização de insulina via PI3K/AKT no fígado, identificamos aumento da PI3K no 

grupo DSC AL (Figura 9.B) quando comparada ao grupo CTR AL, e a associação com 

TRF evitou esse aumento no grupo DSC RF, diminuindo a expressão de f-AKT neste 

grupo DSC RF (Figura 9.C). Em contrapartida, o aumento na expressão gênica da Akt 

total no grupo DSC RF (Figura 8.C) parece ser um mecanismo compensatório para 

elevar os níveis dessa proteína.  

Identificamos aumento na expressão gênica do PTEN e PTPN1 em ambos 

grupos DSC AL e DSC RF (Figura 8. F e G), nos permitindo inferir que a DSC ocasiona 

desajustes relacionados à sensibilização da insulina e o TRF não é capaz de reverter 

essa situação. Além disso, esses aumentos podem se relacionar à diminuição na 

expressão da proteína fAkt no fígado. É bem conhecido que a modulação da 

hiperglicemia e da resistência à insulina é influenciada pelo PTEN (78) através de seu 

papel negativo sob a sinalização da insulina, pois sua redução ou inibição melhora a 

sensibilidade à insulina. (79,80).  

Por outro lado, as proteínas FoxO são outro alvo da AKT, incluindo inibição 

direta de Forkhead box 01 (FoxO1), envolvidas na regulação da expressão dos genes 

fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G6Pase) envolvidos 

no metabolismo da glicose (81–83). Neste estudo não investigamos a expressão das 

proteínas FoxO, mas analisamos G6Pase e PEPCK, envolvidos no aumento da 

gliconeogênese. A expressão gênica de G6Pase está aumentada apenas no grupo 

DSC AL (Figura 8.E), porém não há diferenças significativas nos valores da expressão 

da proteína dessa enzima neste grupo (Figura 11.E).  

Com base nesses resultados, o TRF parece evitar o aumento na expressão 

gênica de G6Pase em animais submetidos neste modelo de DSC. Além disso, poderia 

reverter o aumento da expressão da proteína PI3K, diminuindo consequentemente os 

níveis da f-AKT no grupo DSC RF, sem alterar os níveis do substrato do receptor de 
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insulina-1 (IRS1). O tratamento isolado com TRF não altera a cascata de sinalização 

da via da insulina no fígado quando comparado com CTR AL e mantém a homeostase 

da glicose neste grupo. 

O reestabelecimento da homeostase, bem como sua manutenção 

envolvem diversas vias por meio de circuitos sobrepostos. Neste estudo, avaliamos 

apenas uma via envolvida na homeostase da glicose. Apesar de não avaliar outras 

vias da homeostase da glicose, sugerimos que diferentes vias aferentes e outros 

neurotransmissores hipotalâmicos podem estar envolvidos na mediação e regulação 

da gliconeogênese. Além disso, modificações pós-traducionais desempenham papéis 

importantes na expressão de proteínas e na modulação dos ritmos biológicos (84,85) 

Foi demonstrado que TRF atenua os prejuízos na homeostase da glicose, 

ganho de peso e esteatose hepática ocasionados pela DRG na fase clara (40,86,87), 

apesar disso alguns de nossos resultados do grupo DSC RF não apresentam 

atenuação ou reversão dos efeitos ocasionados apenas pela dessincronização 

circadiana, grupo DSC AL. Concluímos que a janela alimentar, possui maior influência 

e/ou benefícios em organismos prejudicados com alto teor de gordura na dieta, pois a 

ingestão de lipídios na fase ativa de roedores permite melhor adequação ao seu 

metabolismo. 

A maioria dos estudos investigando efeitos sob expressão de genes do 

relógio no hipotálamo envolvendo sincronizadores não-fóticos, como o arrastamento 

alimentar, utilizou TRF com acesso restrito à poucas horas diárias e durante a fase 

clara, resultando em ingestão hipocalórica e alterações na organização temporal dos 

osciladores periféricos em roedores (88). No entanto, a disponibilidade de alimento 

apenas na fase escura não interfere significativamente a expressão gênica do SCN 

(89).  

Houve muitas limitações no que se refere à investigação da expressão 

gênica dos osciladores centrais e periféricos em nosso estudo. A primeira limitação 

está no fato de não realizarmos dissecação do SCN para análises específicas dos 

osciladores centrais, além disso exploramos apenas um ponto, não sendo possível 

acompanhar o ritmo.  

Não detectamos diferenças na expressão gênica dos principais genes 

relógios do sistema de temporização: Bmal1, Clock e Per2 no hipotálamo. 

Corroborando, com estudos anteriores que demonstraram que o TRF não afeta a fase 

do marcapasso SCN, mas é um forte Zeitgeber para os osciladores circadianos 
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periféricos (90). Essa foi nossa segunda limitação, pois não avaliamos a expressão 

gênica dos osciladores periféricos, tendo em vista a natureza multioscilatória do 

sistema de temporização. Com base em nossos resultados, é possível que outros 

componentes rítmicos do sistema de temporização circadiano possam ser alterados 

ou interrompidos como resultado do TRF, portanto vale a pena examinar esses 

osciladores em estudos futuros. 

Por último, investigamos os efeitos no sistema antioxidante. Analisamos 

primeiramente as principais enzimas do sistema antioxidante: a superóxido dismutase 

– SOD-1, que catalisa a dismutação do ânion radical superóxido em oxigênio 

molecular e peróxido de hidrogênio (91) e a catalase – CAT, uma hemoproteína que 

catalisa a decomposição de peróxido de hidrogênio em oxigênio e água (92). A 

atividade da CAT (Figura 12) aumentou apenas no grupo DSC RF. No entanto, a 

atividade de enzima SOD-1 e dos biomarcadores de estresse oxidativo: TBARS e a 

proteína carbonilada estavam todos aumentados em ambos grupos DSC AL e RF 

(Figura 12). Contudo, ao comparamos os níveis apenas entre os grupos DSC eles não 

se diferem, portanto o TRF não é capaz de atenuar os efeitos na atividade redox de 

um organismo submetido à dessincronização interna forçada.  

Embora não tenhamos mensurado melatonina plasmática, sugerimos que 

o aumento do estresse oxidativo observado no tecido hepático está parcialmente 

relacionado a níveis reduzidos de melatonina, pois mudanças no fotoperíodo afetam 

tais concentrações plasmáticas. Sabe-se que a melatonina possui papel cronológico, 

marcando o início da fase escura, e além disso possui papel antioxidante, apesar de 

pouco esclarecido (93–95). 

Além disso, um estudo demonstrou que CART protege o mtDNA após 

indução de H2O2 (96). Sugerimos que o aumento observado dos níveis de CART no 

grupo CTR RF (Figura 9), estão relacionados parcialmente ao combate de radicais 

livres promovendo o equilíbrio no sistema antioxidante desse grupo. No entanto, a 

dessincronização circadiana perturba essa interação, e apesar do aumento da 

expressão gênica de CART no grupo DSC AL, não foi suficiente para manter o 

equilíbrio das enzimas e biomarcadores do sistema antioxidante. Por outro lado, o 

TRF atenuou a expressão gênica de CART, mas em contrapartida elevou ainda mais 

o estresse oxidativo (Figura 12).  
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Refutamos nossa hipótese inicial na maior parte dos parâmetros 

analisados, pois o TRF não atenuou os prejuízos ocasionados pela dessincronização 

circadiana.  

Sabe-se que o arrastamento da atividade locomotora neste modelo 

promove a alternância em momentos de alinhamento (onde ambas as fases de 

atividade coincidem) e desalinhamento da atividade locomotora (onde a fase de 

atividade de um ritmo termina quando a fase de atividade de o outro começa) (35). 

Portanto, nossa tentativa de coincidir a alimentação e a vigília adaptando apenas a 

disponibilidade de alimentados à fase escura, parece intensificar alguns efeitos, pois 

não levou em consideração essa alternância e afetou principalmente o sistema 

antioxidante e o metabolismo hepático. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Em conjunto, nossos achados demonstram TRF não afetou a potência do 

ritmo de atividade locomotora nos grupos submetidos à CE24: CTR AL e CTR RF. No 

entanto, aumentou a taxa de dessincronia no grupo DSC RF indicando dominância do 

componente LEC. A DSC ou o TRF separadamente não altera a ingestão total ou a 

massa corporal, mas a associação de ambos (grupo DSC RF) promoveu menor 

ingestão alimentar total, refletindo na evolução da massa corporal, mas não na 

distribuição do tecido adiposo branco. 

O TRF promove aumento significativo de importantes mediadores centrais 

da ingestão de alimentos: NPY e CART, enquanto a associação de TRF com a DSC 

abole esse efeito. 

A dessincronização forçada promove maior expressão gênica de PTEN,  

PTPN1 e G6Pase no fígado, porém o TRF é capaz de reverter os efeitos apenas na 

G6Pase. A DSC altera a cascata da sinalização de insulina via PI3K/AK, aumentando 

a expressão da proteína PI3K, sendo revertido quando associado com TRF, porém 

ocasiona consequentemente diminuição acentuada na expressão proteica de fAKT no 

grupo DSC RF. 

Pela primeira vez, nossos resultados demonstraram que esse modelo 

animal de dessincronização circadiana afeta significativamente o sistema 

antioxidante. 

Portanto, levantamos preocupações sobre os efeitos à longo prazo das 

alterações metabólicas e do desiquilíbrio no sistema antioxidante na fisiologia de 

indivíduos submetidos ao desalinhamento circadiano crônico por tempo 

indeterminado, característica do trabalho por turnos, tornando o fotoperíodo e a 

exposição à luz artificial um alvo interessante para intervenções. 

Além disso, futuros estudos poderão investigar se os prejuízos observados 

são reflexos de efeito primário ou secundário, ou seja, se provém diretamente da 

perturbação cíclica ou da modulação nas vias estudadas. 
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