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Resumo:
Diversas doencas metabdlicas sdo prevalentes

no trabalhador noturno e podem ser
ocasionadas por sua dieta hiperlipidica e por
seucomportamento  alimentar noturno. O
trabalho tem como objetivo investigar os
efeitos do horario de alimentacdo no
metabolismo e na atividade neuronal
hipotalamica de ratos Wistar. Seis animais
receberam alimentacdo durante a fase de
repouso (FR)e outros seis animais receberam
alimentagcdo durante a fase de atividade (FA).
Ganho de peso, consumo energético, glicose,
HDL-colesterol, triglicerideos (TG), leptina e
insulina séricos, TG hepaticos, quantidade de
gordura visceral (GV) e atividade do
hipotalamo foram aferidos. O grupo FA
apresentou maior ganho de peso que o grupo
FR. Nao houve diferencas na leptina e
insulina, tampouco na atividade do hipotalamo.
Logo, essa modificacdo do comportamento
alimentar influi diretamente no controle central
e periférico do metabolismo e,
consequentemente, na regulacéo do peso.
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Introducdo:

Diversas doencas metabdlicas séo
prevalentes no trabalhador noturno e podem
estar associadas a uma alteracdo na atividade
neuronal, especialmente, nas areas
hipotalamicas envolvidas na regulacdo do
balanco energético. Essas patologias podem
ser ocasionadas pela dieta hiperlipidica, tipica
desses trabalhadores, e por uma alteracéo do
comportamento alimentar, caracteristica desse
grupo, o qual costuma alimentar-se durante o
periodo noturno.

Os mamiferos tém um oscilador
biolégico central que regula o ritmo circadiano,
0 nucleo supraquiasmatico, localizado no
hipotdlamo. Tal nucleo é regulado pelo ciclo
claro/escuro, transmitindo sinais de ritmicidade
a areas do hipotalamo e controlando, via sinais
humorais, a sinalizacdo dos ritmos biologicos
para 6rgdos periféricos. Quando essa
oscilagdo ritmica €& desfeita, h& uma
cronodisrupgéo, dessincronizagdo entre ritmos
circadianos, relacionada a alteracdes no ciclo
sono vigilia e no ritmo de alimentagéo (1). Por
tal razao, os trabalhadores de turno estao mais
suscetiveis a doencas cronicas como
obesidade, diabete mellitus e doencas
cardiovasculares (2,3,4).

Sabe-se que esse grupo de
trabalhadores prefere lanches a refeicdes
guentes. Esses lanches sao ricos em gordura,
principalmente a saturada, o que configura
uma dieta hiperlipidica para essa populacao.
Estudos experimentais comprovaram que,
guando a dieta hiperlipidica é aplicada
juntamente a restricdo de horario em animais,
maiores aumentos no peso ponderal ocorrem
durante a fase de atividade. Isso demonstra
gue o horario de alimentacdo é importante
para a regulacdo do peso (5).

O hipotalamo, principalmente seu
nacleo arqueado (Arc) e sua porcdo lateral
(HL), recebe sinais da periferia para fazer a
regulacdo do metabolismo. A leptina € um
hormoénio secretado pelos adipdcitos, que
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sinaliza via sangue ao Arc sobre a quantidade
de tecido adiposo disponivel (6). A insulina,
liberada pelo péncreas, tem funcgéo
secundaria, respondendo a ingestdo de
alimentos (7). No HL, os neur6nios que contém
melanin-concentrating-hormone  (MCH) e
orexina também estao envolvidos na regulacéo
da fome e vigilia(8). Estudos mostram que ha
alteracdes do nivel de leptina em animais que
se alimentam na fase de repouso (9).

Neste estudo, exploramos os efeitos de dieta
hiperlipidica fornecidos durante a fase de
repouso dos animais ou durante a sua fase de
atividade. Assim, procurou-se investigar o
efeito do horario de alimentacdo no
metabolismo e na atividade neuronal do
hipotalamo em ratos Wistar.

Metodologia:

Doze ratos wistar que receberam dieta
hiperlipidica por 14 semanas foram divididos
em dois grupos. O primeiro grupo (n=6)
recebia a alimentacdo durante a fase de
repouso (FR) (8h as 20horas). O segundo
grupo (n=6) recebia alimentacdo durante a
fase de atividade (FA) (20h as 8 horas).

O experimento foi realizado na Unidade
Experimental Animal do HCPA. Foram
mantidos 3 animais por caixa, mantidos a uma
temperatura controlada de 22+2°C sob um
ciclo claro/escuro de 12:12 horas.

Todos animais receberam dieta
hiperlipidica, que era composta de 45,5% de
ragdo padrdo, 22,7% de banha, 22,7% de
gordura vegetal e 9% de sacarose. A todos os
ratos permitiu-se 12 horas de acesso a dieta e
acesso ad libitum a agua. Foram coletadas
amostras de sangue para estabelecer os
valores de baseline de glicose, TG e HDL-
colesterol. A ingestdo dos alimentos e de agua
foi medida diariamente e o peso ponderal
semanalmente.

Ao final de 14 semanas, 0s animais
foram anestesiados com cetamina e xilazina.
Uma amostra de sangue foi colhido por
puncéo cardiaca para afericdo de HDL e TG.
Os animais foram eutanaiziados por perfuséo
transcardiaca com solugdo salina (250ml)
seguida de solucdo de paraformaldeido a 4%
(250ml). Ao final da perfusdo, os encéfalos, a
gordura visceral e os figados foram removidos.
Os encéfalos foram crioprotegidos em solucao
de sacarose a 30% durante 7 dias.
Posteriormente, foram congelados e
imediatamente  cortados em fatias e
mergulhados em solucdo de PBS. Foi
realizada imunohistoquimica para verificagcao
de atividade neuronal do NSQ, area
perifornical, hipotalamo lateral e nucleo

arqueado com anticorpo c-Fos (1:2500). Apos,
as secgbes foram montadas em laminas
proprias e desidratadas em alcool e Xilol.

As regifes cerebrais seleccionadas
para analise foram identificadas com o atlas de
Paxinos e Watson. Usando um microscopio de
luz e uma ampliagcdo de 20X, 3 imagens por
area foram obtidas bilateralmente. O numero
de células positivas c-Fos foi contado
utilizando o software Image J. As condicdes de
intensidade luminosa e limiar foram mantidas
idénticas para todas as secbes. Os
pesquisadores foram cegos para diferentes
grupos.

A leptina e a insulina foram analisadas

pelo método Luminex e a glicose foi analisada
pelo glicosimetro. TG séricos foram analisados
através de radioimunoensaio. Para visualizar o
depdsito de lipidios no figado, as amostras de
tecido hepatico foram fixadas e crioprotegidas
em solugéo de sacarose a 30% e depois foram
congeladas e seccionadas em criostato. As
seccOes foram com coradas com vermelho e,
entdo, foram contrastadas com hematoxilina &
eosina. Microfotografias foram capturadas.
Foi utilizado o teste ANOVA de medidas
repetidas para analisar ganho de peso e
consumo energético e teste t de student para
amostras independentes: peso ponderal,
glicose, HDL-colesterol e TG séricos. P-valor
menor que 0,05 foi considerado estaticamente
significante. Todas analises foram realizadas
com o software SPSS 18.0.

Resultados e Discusséao:

Este experimento comparou dois
grupos (FR e FA) ap6s 14 semanas. No
baseline, ndo houve diferengcas entre o0s
grupos quanto aglicose (p=0,03), colesterol
(p=0,01) e TG séricos. O grupo FA apresentou
maior ganho de peso (p=0,03) e maior
consumo energético (p<0,001) do que FR.

Em relagcéo ao 6rgdos e tecidos, 0 peso
do figado foi maior no grupo FA (p=0,03). Ndo
foram observadas diferengas no peso da
gordura visceral (p=0,32) apls apés 14
semanas.

Ndo houve diferencas na leptina
(p=0,31) e insulina (p=0,83), tampouco na
atividade neuronal nas areas hipotalamicas
NSQ (p=0,78), area perifornical (p=0,49),
hipotalamo lateral (p=0,73) e ndcleo arqueado
(p=0,57).

Conclusdes:

Nesse modelo de restricho de
alimentagdo, as areas hipotalamicas néo
mostraram o padrédo de ativagdo neuronal
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esperado, bem como o0 NSQ que ndo mostrou
associacdo com o ciclo claro/escuro. Portanto,
esse modelo de alimentagdo pode promover a
perda do padrdo temporal de atividade no

hipotalamo,

causando uma disrupcdo no

controle do balango energético. Em resumo, o
horério de alimentacdo influi diretamente no
controle central e periférico do metabolismo e,
consequentemente, na regulagéo do peso.
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