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RESUMO 

O horário da alimentação provou ser um aliado no controle do ganho de peso 

corporal e na regulação do metabolismo da glicose. Um dos efeitos diretos da 

oferta de alimento exclusivamente durante a fase de inatividade de roedores, ou 

seja, a fase de luz, é a alteração do padrão temporal da expressão dos genes de 

relógio no fígado. O relógio hepático, por sua vez, regula diretamente a 

homeostase da glicose, contribuindo para manter a glicemia no jejum.  O 

estradiol é um regulador da ingestão alimentar e da resistência à insulina. Dessa 

forma, o presente trabalho investigou o papel dos hormônios ovarianos na 

resposta do relógio hepático à alimentação restrita à fase de luz, assim como 

sobre a tolerância à glicose. Para isso, ratas Wistar foram submetidas a cirurgia 

fictícia de remoção dos ovários (Grupo: SHAM) ou foram ovariectomizadas 

(Grupo: OVX). Ambos os grupos tiveram acesso à dieta padrão em regime ad 

libtum (AD) ou restrita às 12 h da fase de luz (Time Restricted, TR) por vinte e 

um dias. Foram aferidos o peso corporal e a ingestão alimentar e, ao final do 

protocolo, os animais foram eutanasiados no Zeitgeber Time 1 (ZT1, uma hora 

após as luzes se acenderam no biotério), no ZT6, ZT12 e ZT18 para coleta do 

fígado e do sangue. Em todos os ZTs, foram analisados a expressão dos 

seguintes genes de relógio: Per1, Bmal1, Reverb-α, Cry1 e Cry2, por qRT-PCR. 

Um maior ganho de peso corporal foi observado nas ratas OVX. A alimentação 

TR reduziu o ganho de peso corporal tanto de ratas SHAM quanto OVX. A 

ingestão alimentar foi maior nas ratas OVX, por outro lado, a falta dos hormônios 

ovarianos não alterou o padrão circadiano de ingestão alimentar, assim tanto 

ratas SHAM quanto OVX apresentaram maior consumo durante a noite. A 

alimentação TR promoveu uma redução na ingestão alimentar das ratas SHAM 

e OVX. Este efeito da alimentação TR sobre o ganho de peso corporal e ingestão 

alimentar foi acompanhado de alterações na expressão temporal dos genes de 

relógio de forma similar nas ratas SHAM e OVX. Dessa forma, os hormônios 

ovarianos não interferiram na resposta do relógio hepático à alimentação TR. Por 

outro lado, ratas OVX apresentaram valores aumentados de mRNA dos genes 

Per1, Bmal1, Cry1 e Cry2 quando comparados às SHAM no ZT1. Dessa forma, 

avaliamos se o estradiol contribui para a manutenção dos valores de mRNA dos 

genes de relógio neste horário. Para isso, um outro grupo de ratas OVX foi 

tratado com óleo de milho (0,2 mL) ou cipionato de estradiol (10 µg / 0,2 mL) por 
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três manhãs consecutivas e as ratas foram eutanasiadas no ZT1 do dia 

subsequente ao término do tratamento. O tratamento de reposição com estradiol 

foi capaz de reverter o aumento induzido pela ovariectomia dos valores de mRNA 

dos genes Per1, Bmal1, Cry1 e Cry2 sem alterar os valores de mRNA do gene 

Reverb-α. Analisamos se a ovariectomia e/ou a alimentação TR altera o padrão 

temporal de secreção de leptina, uma vez que ambos fatores afetaram a ingestão 

alimentar. A leptina sérica foi determinada por ELISA nos ZT1 e ZT12. As 

concentrações séricas de leptina foram menores no ZT12 nas ratas SHAM-AD, 

entretanto, não variaram entre os ZTs nas ratas SHAM-TR, OVX-AD e OVX-TR. 

Dessa forma, tanto a ovariectomia quanto a alimentação TR aboliram as 

variações temporais das concentrações séricas de leptina, o que pode justificar 

seus efeitos sobre a ingestão alimentar. No ZT1 e ZT12, também foram 

analisados a expressão dos genes PPar-α e TRB-3 envolvidos, respectivamente, 

com metabolismo de lipídeo e de glicose. No entanto, a expressão temporal 

destes genes não foi afetada nem pela ovariectomia nem tão pouco pela 

alimentação TR. Foram realizados testes intraperitoneais de tolerância à glicose 

(ipTTG) nos ZT1 e ZT13 de animais dos grupos NAIVE (antes da OVX) e OVX. 

Ratas NAIVE apresentaram uma melhor resposta ao ipTTG no ZT13, com 

menores valores da área sob a curva glicêmica. Esta diferença da resposta ao 

ipTTG entre os ZT1 e ZT13 não foi observada nas ratas OVX. Além da 

ovariectomia abolir as variações temporais observadas no ipTTG, em 

comparação ao grupo NAIVE, no ZT13, o grupo OVX apresentou uma pior 

resposta ao teste. A alimentação TR reduziu a tolerância à glicose de ratas OVX. 

Assim, concluímos que os hormônios ovarianos contribuem para a manutenção 

dos valores de mRNA dos genes de relógio do fígado de forma horário do dia 

específico, sem alterar, contudo, a resposta do relógio hepático ao horário da 

alimentação. O estradiol parece ser o responsável por esta manutenção. Os 

hormônios ovarianos também são importantes para a homeostase da glicose, 

uma vez que a ovariectomia aboliu a variação temporal da reposta ao ipTTG e 

ocasionou uma pior resposta ao mesmo em relação ao grupo NAIVE no ZT13. 

Além disso, a falta dos hormônios ovarianos somado à alimentação TR levou a 

uma menor tolerância à glicose. Estes resultados, em conjunto, contribuem para 

o entendimento das alterações metabólicas geradas pela diminuição ou 

ausência dos hormônios ovarianos, como por exemplo, um maior ganho de peso 
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corporal e um comprometimento do metabolismo da glicose observados durante 

a menopausa.  
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ABSTRACT  

It has been demonstrated that the time of food intake contributes to control body 

weight gain and glucose metabolism. One of the direct effects of food offering 

throughout inactive phase of rodents, that is, the light phase, is alteration in the 

temporal pattern of the liver’s clock genes. On the other hand, the hepatic clock 

directly regulates glucose homeostasis, which contributes to the maintenance of 

glucose levels during fasting. Moreover, estradiol regulates food intake and 

insulin resistance. Thus, the present study investigated the role of ovarian 

hormones in the response of the hepatic clock to time restricted (TR) feeding 

during the light phase, as well as in the tolerance to glucose. To that end, Wistar 

rats went through SHAM or ovariectomy surgery (OVX). Both groups were 

submitted to standard chow ad libtum (AD), or TR of 12 hours in the light phase 

for twenty-one days. Food intake and body weight were measured, and at the 

end of the protocol, animals were euthanized at Zeitgeber Time 1 (ZT1, one hour 

after the lights went on in the vivarium), at ZT6, ZT12 and ZT18 for collecting liver 

and blood. The expression of the clock genes Per1, Bmal1, Reverbα, Cry1 and 

Cry2 was performed at the four ZTs by qRT-PCR. OVX rats gained more weight 

than did the SHAM rats and TR feeding reduced the body weight gain of both 

groups. Food intake in OVX rats was higher and the lack of ovarian hormones 

did not change the circadian pattern of food intake. Thus, both SHAM and OVX 

rats under TR feeding showed reduced food intake during the dark phase. TR 

feeding also reduced the food intake of both groups over the 24 hours. These 

effects of TR feeding on body weight gain and food intake were accompanied by 

similar temporal changes in hepatic clock genes expression in SHAM and OVX 

rats. Therefore, ovarian hormones did not interfere in the response of the hepatic 

clock to TR feeding. On the other hand, OVX rats presented higher levels of Per1, 

Bmal1, Cry1 e Cry2 mRNA expression compared to SHAM at ZT1. Hence, we 

evaluated whether estradiol contributes to the maintenance in the clock genes 

expression. For this purpose, another group of OVX rats was subcutaneously 

treated with corn oil (0,2 mL) or cypionate of estradiol (10 µg / 0,2 mL) for three 

consecutive days and was then euthanized at ZT1 in the next day. The treatment 

with estradiol reversed the OVX-induced increasing in Per1, Bmal1, Cry1 e Cry2 

but it did not alter the mRNA levels of Reverb-α gene. We also evaluated whether 

ovariectomy or TR feeding alter the temporal pattern of leptin secretion once they 
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affected food intake. Serum leptin was determined by Elisa at ZT1 and ZT12. 

Leptin levels were lower at ZT12 in SHAM-AD rats however it did not change 

between ZT1 and ZT12 of SHAM-TR, OVX-AD and OVX-TR rats. Thus, both 

OVX and TR feeding abolished the temporal variation in leptin levels, what may 

explain their effects in the food intake.  The expression of PPar-α e TRB-3 genes, 

involved in lipid and glucose metabolism, respectively, was analyzed at ZT1 and 

ZT12.  Neither OVX or TR feeding were capable of affecting the temporal pattern 

of these clock gene expression in the liver. Intraperitoneal glucose tolerance tests 

(IPGTT) were performed at ZT1 and ZT13 in NAÏVE (before OVX) and OVX rats. 

NAÏVE rats presented a better response at ZT13 compared to ZT1 as 

demonstrated by lower levels of glucose in the area under the curve. Different 

response over the time was not observed in OVX rats. Beyond abolishing 

temporal difference in the response to the IPTTG, compared to NAÏVE, OVX rats 

presented a worse response at ZT13. TR feeding reduced the glucose tolerance 

of OVX rats. So, we concluded that ovarian hormones contribute to the 

maintenance of clock genes mRNA levels in liver in a time specific way, without 

changing, however, the response of the clock liver to TR feeding.  Estradiol 

seems to be the responsible for this maintenance. Ovarian hormones are also 

important to the glucose homeostasis as ovariectomy abolished the temporal 

response to ipTTG and it caused a worse response in IPTTG compared to NAÏVE 

at ZT13. Besides, the lack of ovarian hormones together with TR feeding resulted 

in a lower glucose tolerance. These results may contribute to the understanding 

of metabolic alterations caused by the decrease or absence of ovarian hormones 

like the increase in body weight gain and the impairment in the glucose 

metabolism commonly observed during menopause. 
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1. JUSTIFICATIVA  

 

O horário da alimentação tem sido descrito como um importante fator de 

saúde. Estudos com humanos apontam que indivíduos que ingerem maiores 

quantidades de calorias no início do dia apresentam melhores respostas 

metabólicas do que aqueles que concentram a ingestão de calorias em períodos 

mais tardios (Jakubowicz et al., 2013). Há evidencias de que as respostas 

metabólicas ao horário da alimentação sejam mediadas pelo relógio biológico 

(Zarrinpar et al., 2016). Estudos com roedores apontam efeitos deletérios ao 

metabolismo tais como resistência à insulina, obesidade e aumento do processo 

inflamatório quando os animais são forçados a se alimentarem durante a fase 

luz, ou seja, fase de inatividade dos mesmos. Esses sintomas são 

acompanhados de um arraste na expressão dos genes de relógio hepático em 

relação aos animais que podem se alimentar livremente durante as vinte e quatro 

horas do dia (Mukherji et al., 2015). Por outro lado, quando roedores são 

submetidos à dieta rica em gordura apenas no decorrer da fase de escuridão, os 

impactos sobre o ganho de peso, metabolismo de carboidratos e lipídeos são 

significativamente atenuados (Hatori et al., 2012). Os estudos disponíveis nessa 

área, no entanto, se limitam a avaliar os impactos da alimentação em tempo 

restrito em roedores machos. Contudo os esteroides ovarianos, em especial o 

estradiol, sabidamente participam do controle da ingestão alimentar e do 

metabolismo energético haja visto que mulheres na menopausa e ratas 

ovariectomizadas apresentam ganho de peso que é revertido após tratamento 

de reposição com estradiol (Butera, 2010; López & Tena-Sempere, 2015). Com 

o aumento da expectativa de vida observado nos últimos anos na população 

brasileira, as mulheres estão vivenciando, por períodos mais longos, os sintomas 

decorrentes da menopausa. Derivou disso, nosso interesse em estudar se a 

alimentação em horário restrito se configura como uma ferramenta de 

sincronização do relógio biológico do fígado de fêmeas com implicâncias no 

ganho de peso e no metabolismo energético. 
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2. INTRODUÇÃO 

 

Os impactos do horário da alimentação sobre o ganho de peso e metabolismo 

energético tem sido amplamente investigados. Os estudos indicam que além da 

composição nutricional da dieta, também o horário na qual ela é consumida pode 

influenciar as respostas metabólicas. Um exemplo claro dessa relação é que 

trabalhadores em turnos noturnos apresentam, independentemente da ingestão 

calórica, tendência para desenvolvimento de obesidade (Lowden et al., 2010; 

Sun et al., 2018). De maneira oposta, indivíduos em protocolo de restrição 

calórica que consomem a maior parte de suas calorias nas primeiras horas do 

dia, apresentam maior perda de peso e de circunferência de cintura, bem como 

melhores índices de glicemia, insulina e triglicérides do que aqueles que 

consomem mais calorias próximo do anoitecer (Garaulet et al., 2013; Jakubowicz 

et al., 2013). Restringir a alimentação às primeiras horas do dia também é capaz 

de promover melhora na sensibilidade à insulina e no controle da pressão arterial 

em indivíduos pré-diabéticos ainda que não seja observada perda de peso 

(Sutton et al., 2018). As respostas metabólicas obtidas nos estudos com esse 

tipo de protocolo alimentar podem estar relacionadas, em partes, com o relógio 

biológico uma vez que são observadas diferenças na expressão de genes de 

relógio no sangue de indivíduos com alimentação restrita às 8 primeiras horas 

do dia em comparação àqueles com jejum restrito apenas ao período noturno 

(Jamshed et al., 2019). 

Essa mesma relação entre horário da alimentação e respostas metabólicas 

é observada em modelos animais. Em um trabalho muito elegante, foi 

demonstrado que camundongos machos submetidos à uma dieta ad libtum rica 

em gordura ganharam mais peso e apresentaram alterações no metabolismo 

glicídico e lipídico de maneira mais severa que aqueles que se alimentaram 

exclusivamente durante a fase de escuridão, que é a fase de atividade dos 

mesmos. Esse quadro foi acompanhado de alterações na expressão de genes 

de relógio (Hatori et al., 2012). Em contrapartida, outros inúmeros estudos 

apontam efeitos deletérios da alimentação durante a fase de luz ou inatividade 

em ratos e camundongos, com alterações na secreção de leptina, insulina, 

consumo de oxigênio e expressão de genes de relógio em tecidos periféricos 

(Opperhuizen et al., 2016; Reznick et al., 2013), 
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Camundongos expostos, a cada cinco dias, à dieta rica em gordura durante 

a fase de luz apresentam alterações no comportamento circadiano bem como na 

expressão dos genes de relógio no baço, concomitantemente com aumento do 

processo inflamatório no tecido adiposo, aumento de ganho de peso, resistência 

à insulina e intolerância à glicose sem alteração da ingestão alimentar (Kim et 

al., 2018). Quando comparados com camundongos alimentados exclusivamente 

durante a fase de escuridão, animais com acesso à dieta apenas na fase de luz 

apresentam maior ingestão calórica diária, maior ganho de peso, alteração de 

amplitude e fase na expressão de genes de relógio em tecidos metabólicos e 

perda da oscilação circadiana de cortisol (Bray et al., 2013) 

Foi demonstrado que o relógio hepático de camundongos machos e fêmeas 

responde de maneira diferente à exposição à dieta rica em gordura. Em machos, 

ela é capaz de promover uma mudança de fase na expressão hepática do gene 

Per2, o que não ocorre nas fêmeas. Do mesmo modo, a dieta rica em gordura 

promove uma redução da amplitude de atividade locomotora de machos, efeito 

não observado em fêmeas. Quando os animais são submetidos à cirurgia de 

ovariectomia, no entanto, a dieta rica em gordura altera a fase de expressão 

hepática de Per2, assim como a amplitude de atividade locomotora uma vez que 

os animais passam a realizar maior número de refeições ao longo da fase clara. 

Nesse estudo concluíram, portanto, que os hormônios ovarianos protegem as 

fêmeas dos efeitos da dieta rica em gordura sobre os ritmos diários de expressão 

gênica hepática e de comportamento alimentar (Palmisano et al., 2017). 

Os dados disponíveis até então apontam que em um modelo de obesidade 

pós menopausa no qual camundongos fêmeas ovariectomizadas receberam 

dieta rica em gordura, disponibilizar a dieta por apenas oito horas durante a fase 

de escuridão promoveu perda de peso, melhora na resistência à insulina, 

redução da esteatose hepática, redução de gliconeogênese e aumento da 

cetogênese e incremento no grau de atividade física (Chung et al., 2016).   

O efeito protetor do estradiol em camundongos foi demonstrado também 

em um estudo que utilizou um protocolo de jet lag que, sabidamente, ocasiona 

uma dessincronização de relógios periféricos. Nesse protocolo, o ciclo de luz se 

alterna entre 10 h de luz e 10 horas de escuridão com ciclos de 12 horas de luz 

e 12 horas de escuridão. Fêmeas ovariectomizadas expostas a esse desafio 

fótico apresentaram acúmulo de gordura visceral, resistência à insulina e 
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alteração no perfil de expressão gênica no tecido adiposo branco visceral. Os 

animais ovariectomizados e tratados com estradiol tiverem estes efeitos 

revertidos (Zhu et al., 2015).   

Uma vez que os hormônios ovarianos possuem a característica de proteger 

contra disfunções do metabolismo energético e contra o surgimento de doenças 

cardiovasculares, por exemplo, e sabendo que o estradiol participa ativamente 

do controle da ingestão alimentar, estudamos se esses hormônios teriam alguma 

influência na resposta do relógio biológico hepático à um protocolo de 

alimentação em tempo restrito.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

3.1  SISTEMA CIRCADIANO 

Os organismos vivos, desde os unicelulares aos mais complexos como os 

mamíferos, desenvolveram, ao longo do tempo, mecanismos para se 

organizarem temporalmente afim de melhor se adaptarem ao ambiente em que 

vivem, propiciando maiores chances de sobrevivência (Albers et al., 1981; 

Roenneberg & Merrow, 2002; Sancar & Brunner, 2014). Esta organização 

temporal traduz-se em ritmos endógenos que conferem aos organismos 

capacidade de se anteciparem aos eventos externos como alterações de 

temperatura e luminosidade, o que pode ser exemplificado pelo fato de que nas 

plantas ocorre uma indução na expressão de genes fotossintéticos algumas 

horas antes do nascer do sol para otimizar o processo de fotossíntese. Em 

humanos, oscilações diárias como as de temperatura interna, frequência 

cardíaca e  secreção hormonal também são ritmos circadianos (Portaluppi et al., 

1996; Rabinowitz, 1996; Roenneberg & Merrow, 2002). 

Ritmos circadianos acontecem em decorrência do funcionamento dos 

relógios biológicos em virtualmente todas as células do organismo. Estes 

relógios consistem de um conjunto de proteínas que se autorregulam por meio 

de alças de retroalimentação, uma positiva atuante durante a noite subjetiva e, 

uma negativa, atuante durante o dia subjetivo. A alça positiva é constituída pelas  

proteínas CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput) e BMAL1 (brain and 

muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator like 1). Esses fatores de 

transcrição formam um heterodímero que se liga nos elementos promotores E-

box para ativar os genes periods (Per1-3) e cryptochrome (Cry1/2) da alça 

negativa, bem como inúmeros outros genes controlados pelo relógio (CCG). 

Durante a noite, as proteínas PER e CRY se acumulam no citoplasma e 

translocam para o núcleo onde inibem a atividade do heterodímero 

CLOCK:BMAL1, e, consequentemente, sua própria transcrição. À medida que 

PER e CRY são degradados e a manhã se aproxima, a inibição sobre 

CLOCK:BMAL1 cessa e um novo ciclo se inicia. Uma alça assessória 

complementar composta pelos receptores nucleares REV-ERBα/s and RORα/s 

auxilia o processo regulatório inibindo e estimulando, respectivamente a 
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transcrição de Bmal1 (Ko & Takahashi, 2006; Schibler et al., 2003; R. Zhang et 

al., 2014). 

Uma importante propriedade dos relógios biológicos consiste no fato de que 

as oscilações circadianas são auto sustentadas, ou seja, quando em condições 

constantes, persistem por aproximadamente 24 horas. Além disso, eles podem 

ser sincronizados por pistas ambientais rítmicas tais como luz, temperatura e 

disponibilidade de alimentos (Sancar & Brunner, 2014). As diferentes pistas 

ambientais são denominadas zeitgebers (ZT), uma palavra do idioma alemão 

que significa doadores de tempo (Aschoff & Pohl, 1978) e na ausência das 

mesmas, em especial em escuro constante, o relógio biológico assume seu 

período próprio que pode não ser de exatamente 24 horas. A essa condição dá-

se o nome de livre curso ou free-running (Pittendrigh, 1993). 

Em mamíferos os relógios biológicos organizam-se de maneira hierárquica 

em um relógio central, localizado no núcleo supraquiasmático do hipotálamo 

(NSQ) e em relógios periféricos, presentes nos demais órgãos tais como pulmão, 

útero, rins, fígado e baço. O relógio central é o responsável por transmitir 

informações sobre as condições do meio externo aos relógios periféricos e, 

desse modo, manter todo o organismo sincronizado. Essa comunicação 

acontece por vias humorais e hormonais. A principal pista temporal externa para 

a sincronização do relógio central é a luz.  Os sinais da luminosidade são 

conduzidos diretamente da retina para o NSQ através do trato retino-

hipotalâmico. O NSQ de ratos é dividido em duas porções, a ventrolateral e a 

dorsomedial, sendo que neurônios dessa região estão envolvidos com a 

sincronização do relógio, possivelmente por serem os responsáveis por 

receberem as informações fóticas.  Já neurônios da região ventral são 

responsáveis por gerar o sinal de saída do NSQ e, possivelmente, iniciar os 

ritmos circadianos (Hamada et al., 2001). Uma importante diferença entre o 

relógio central e os relógios periféricos é que, o central quando em cultura, é 

capaz de manter sua ritmicidade enquanto que os relógios periféricos a perdem 

em poucos dias (Yamazaki et al., 2000). Esta diferença enfatiza a existência de 

uma hierarquia na qual os relógios periféricos necessitam de um sinal do relógio 

central para manter sua ritimicidade (Yamazaki et al., 2000). 

Além dos ciclos de luminosidade e escuridão impostos pelo movimento de 

rotação da Terra em torno do seu próprio eixo, pistas endógenas também são 
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capazes de auxiliar na sincronização dos relógios periféricos como o hormônio 

cortisol (Balsalobre et al., 2000; Terazono et al., 2003). Em situações normais, a 

secreção de cortisol está aumentada no início da fase de atividade como uma 

maneira de preparar os processos fisiológicos e comportamentais do organismo 

para o período que se sucede (Moore & Eichler, 1972).  

Por outro lado, vários hormônios, tais como leptina, insulina, glucagon e o 

próprio cortisol apresentam um padrão rítmico de secreção  (Buijs & Kalsbeek, 

2001). Lesões no NSQ eliminam o ritmo de secreção de leptina, e, cultura de 

adipócitos apresentam valores rítmicos de RNA mensageiro para leptina, o que 

sugere um controle circadiano de secreção por relógios periféricos (Kalsbeek et 

al., 2001; Schibler et al., 2003). Além da regulação circadiana, o volume de tecido 

adiposo, o estado alimentado ou de jejum são fatores que sabidamente 

influenciam os valores circulantes de leptina no decorrer do ciclo de luz e 

escuridão. Situações de jejum prolongado abolem o ritmo de secreção de leptina, 

ao contrário de condições de alimentação contínua onde o ritmo persiste (Elimam 

& Marcus, 2002; Gavrila et al., 2003; Simon et al., 1998). No que se refere à 

insulina, há evidências de uma melhora na sensibilidade à mesma e na tolerância 

à glicose no início da fase de escuridão (la Fleur et al., 2001) e uma menor 

sensibilidade durante o dia subjetivo de camundongos (Shi et al., 2013). Outros 

achados que demonstram a participação do relógio biológico no controle das 

concentrações circulantes de insulina são provenientes de estudos in vitro que 

demonstram um padrão circadiano de secreção de insulina por células 

pancreáticas e também  estudos em animais mutantes para  ClockΔ19, com 

deleção de Bmal1 ou com lesões no NSQ, nestes animais, a glicemia e insulina 

são afetados negativamente (Mühlbauer et al., 2009; Peschke & Peschke, 1998; 

Rudic et al., 2004).  

A alimentação tem sido descrita como uma pista importante para a 

sincronização dos relógios periféricos e alguns estudos demonstram que quando 

ofertada durante a fase de luz, é capaz de causar um arraste na expressão dos 

genes de relógio no fígado, principal relógio periférico a responder à nova rotina 

alimentar (Damiola et al., 2000; Hara et al., 2001; R. C. Salgado-Delgado et al., 

2013). De maneira interessante, a alimentação em tempo restrito à fase de luz 

em camundongos nocautes para Cry1 e Cry2 foi capaz de reestabelecer a 

expressão rítmica de inúmeros genes expressos no fígado desses animais 
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(Vollmers et al., 2009). Por outro lado, em protocolos nos quais são utilizados 

dietas ricas em gordura com consequente ganho de peso, resistência à insulina 

e outras desordens metabólicas, a alimentação restrita à fase de escuridão 

exerce um efeito protetor o que reafirma a importância do relógio biológico para 

a homeostasia energética  (de Goede et al., 2019; Hatori et al., 2012).  

 

3.2  RELÓGIO BIOLÓGICO E METABOLISMO 

 Os estudos demonstram que diferentes componentes que fazem parte do 

metabolismo de carboidratos tais como transportadores de glicose, receptor de 

glucagon além de enzimas chave para síntese de triglicerídeos e ácidos graxos 

possuem padrão circadiano de expressão (Panda et al., 2002; Reinke & Asher, 

2016). Sabe-se, também, que camundongos nocaute para Bmal1 apresentam 

problemas no metabolismo da glicose com redução da gliconeogênese e 

intolerância à glicose, enquanto que camundongos mutantes para Clock são 

obesos, hiperglicêmicos e hiperlipidêmicos (Marcheva et al., 2010; Rudic et al., 

2004; Turek et al., 2005). Situações que ocasionam uma perturbação na 

sincronização do relógio biológico como ocorre com humanos submetidos ao 

trabalho em turnos predispõem à obesidade, síndrome metabólica e doenças 

cardiovasculares, o que reforça a intrínseca relação entre metabolismo e relógio 

biológico (Parsons et al., 2015; Wong et al., 2015).    

 De maneira interessante, o status metabólico celular interage com o 

relógio biológico haja visto que as formas reduzidas do cofactor NADH 

aumentam a atividade do heterodímero CLOCK/BMAL1 enquanto as formas 

oxidadas NAD+ inibem essa mesma atividade. A deacetilase sirtuina 1 (SIRT1) 

dependente de NAD+, que tem sua ação induzida pelos baixos valores de 

nutrientes, também se liga a CLOCK/BMAL1 para regular a expressão dos genes 

de relógio (Huang et al., 2011). Também a proteína co-ativadora PGC-1α, 

importante regulador de transcrição em processos metabólicos, é capaz de 

induzir a expressão de Bmal1 e Reverb-α através da co-ativação do receptor 

nuclear órfão RORα/β, de maneira que, camundongos que não expressam PGC-

1α apresentam ritmo anormal de taxa metabólica basal (C. Liu et al., 2007). Outro 

achado importante é o de que o PPAR𝛼 (receptor peroxissomo proliferador 

ativado do tipo alfa) que regula a expressão de inúmeros genes relacionados 
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com o metabolismo de colesterol e lipídeos, interfere diretamente na alça de 

controle do relógio biológico ao se ligar em um elemento responsivo localizado 

no promotor de Bmal1. O Bmal1, por sua vez também é reconhecido como um 

regulador da expressão do gene PPAR𝛼 (Canaple et al., 2006; Inoue et al., 

2005). 

  

3.3  PAPEL DOS HORMÔNIOS OVARIANOS NO METABOLISMO  

Os hormônios ovarianos participam de maneira significativa do 

metabolismo energético das fêmeas. Em particular, sabe-se que o estradiol 

influencia os processos de lipólise e lipogênese nos tecidos adiposos visceral e 

subcutâneo. Mulheres na pós-menopausa apresentam propensão a aumento no 

armazenamento de gordura no tecido adiposo subcutâneo em relação àquelas 

na pré-menopausa devido a alterações nos fatores de armazenamento de ácidos 

graxos. Já mulheres submetidas a terapia de reposição com estrógenos não 

apresentam essa característica (Björkelund et al., 1996; Gambacciani et al., 

1997; Homma et al., 2000). Esse papel dos estrógenos também é observado nos 

roedores. Ratas ovariectomizadas, situação na qual as concentrações de 

estradiol estão reduzidas, apresentam um maior ganho de peso corporal devido 

a um aumento na ingestão alimentar e a alterações no metabolismo energético. 

A terapia de reposição de estradiol reverte esse quadro (Asarian & Geary, 2002; 

Gray & Wade, 1981). No decorrer do ciclo estral as concentrações circulantes de 

estradiol variam e isso determina, entre outros fatores, oscilações no padrão de 

ingestão alimentar, com redução da mesma coincidindo com concentrações 

aumentadas de estradiol (Morin & Fleming, 1978; Petersen, 1976). Assim, a 

redução da ingestão alimentar é um dos mecanismos mais prováveis de ação do 

estradiol sobre o ganho de peso. Há indícios de que este hormônio promova um 

incremento na liberação de peptídeos anorexígenos tais como o transcrito 

regulado por anfetamina e cocaína (CART) e o hormônio estimulante de 

melanócitos do tipo alfa (α-MSH) concomitantemente com uma redução de 

peptídeos orexígenos como o neuropeptídeo Y (NPY) e o peptídeo relacionado 

ao agouti (AgRP), todos liberados por neurônios situados no núcleo arqueado do 

hipotálamo (Rebouças et al., 2016; Santollo & Daniels, 2015).  



 

28 
 

Os estudos apontam que o receptor de estrógeno do tipo alfa (ER-α) seria 

o responsável pelas ações centrais do estradiol tanto no núcleo arqueado, como 

no hipotálamo ventromedial, ambos envolvidos o com o controle da ingestão 

alimentar (Mauvais-Jarvis et al., 2013; Roepke, 2009). Em camundongos, a 

deleção do receptor do tipo alfa em neurônios que expressam o pré-hormônio 

proopiomelanocortina (POMC) resultou em metabolismo reduzido e obesidade 

visceral (Xu et al., 2011). A expressão de ERα em neurônios POMC pode 

explicar como o estradiol facilita a secreção de α-MSH que age nos receptores 

de melanocortina dos tipos 3 e 4 nos núcleos lateral e paraventricular do 

hipotálamo, ocasionando um efeito catabólico que culmina em perda de peso e 

aumento de gasto energético (Elmquist et al., 1998). Ademais, camundongos 

macho e fêmea nocautes para o receptor de estrógeno do tipo alfa apresentaram 

ganho de peso secundário à redução do gasto energético (Ribas et al., 2010).  

Recentemente, um estudo com camundongos com deleção dos receptores do 

tipo alfa (αKO) e do tipo beta (βKO), demonstrou que animais αKO intactos são 

mais pesados e gastam menos energia que os βKO e selvagens, todavia, a 

ovariectomia nos animais αKO reduz a adiposidade e o tamanho dos adipócitos. 

Já a remoção os ovários das fêmeas βKO ocasiona aumento de peso e do 

tamanho dos adipócitos. Esses resultados levantaram a hipótese de que após 

quedas bruscas de estradiol, como no caso de ovariectomia, o receptor do tipo 

beta seria o responsável por mediar efeitos de proteção metabólica (Zidon, 

2020). 

Uma outra proposta de mecanismo de ação do estradiol seria a de que o 

mesmo promoveria um aumento da sensibilidade à leptina no hipotálamo uma 

vez que receptores de estrógeno do tipo alfa (ER-α) estão colocalizados com 

receptores longos de leptina nessa região cerebral (Clegg et al., 2006; Rocha et 

al., 2004).  

   

3.4  PAPEL DOS HORMÔNIOS OVARIANOS NO RELÓGIO BIOLÓGICO 

Os hormônios ovarianos, em especial o estradiol, são capazes de alterar o 

ritmo circadiano de atividade locomotora de roedores haja visto que o período de 

maior intensidade desse parâmetro ocorre durante o proestro, quando os 

concentrações sanguíneas de estradiol estão aumentados (Wollnik & Turek, 
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1988). No mesmo sentido, a ovariectomia reduz a atividade locomotora na roda 

de ratos e camundongos e o tratamento com estradiol reestabelece a atividade 

a níveis normais. Além disso, o estradiol promove um avanço no horário de início 

(onset) de atividade, ou seja, e consolida a atividade durante a fase de escuridão 

(Blattner & Mahoney, 2012; Brockman et al., 2011; Ogawa et al., 2003). Fêmeas 

nocautes para aromatase – enzima que converte testosterona em estradiol – 

exibem menor atividade locomotora espontânea e aumento de atividade na fase 

de luz quando comparadas com a linhagem selvagem, sugerindo que a ausência 

de estradiol durante o desenvolvimento modifica a expressão do ritmo diário de 

atividade (Royston et al., 2014). 

Sobre a maquinaria molecular do relógio biológico, são observadas 

alterações na expressão dos genes de relógio no fígado, útero e ovário no 

decorrer do ciclo estral em função das oscilações das concentrações sanguíneas 

de estradiol (Nakamura et al., 2010; Yoo et al., 2004). Em ratas 

ovariectomizadas, a reposição com estradiol aumenta a expressão do gene Cry1 

(Nakamura et al., 2001) e também a expressão de c-fos no NSQ (Kawakami et 

al., 2018). 

Em humanos também há indícios da influência do estradiol sobre o ritmo 

circadiano, uma vez que são observadas diferenças no padrão de secreção de 

melatonina entre a fase lútea e folicular do ciclo menstrual de mulheres com 

implicação no perfil circadiano de temperatura corporal (Baker & Driver, 2007; 

Cagnacci et al., 1996). 
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4. OBJETIVOS 

4.1  OBJETIVO GERAL 

 
Avaliar os efeitos da ovariectomia sobre as repostas de sincronização do 

relógio hepático à alimentação em horário restrito e sobre parâmetros 

metabólicos. 

 

4.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1) Avaliar os efeitos da alimentação em horário restrito (Time restricted, 

TR) sobre o ganho de peso corporal e sobre a ingestão alimentar de 

ratas ovariectomizadas (Grupo: OVX) ou submetidas à cirurgia fictícia 

de remoção dos ovários (Grupo: SHAM). 

2) Avaliar os efeitos da alimentação em horário restrito sobre a variação 

temporal da expressão dos genes de relógio (Per1, Bmal1, Reverb-α, 

Cry1 e Cry2) no fígado de ratas SHAM e OVX. 

3) Avaliar os efeitos da alimentação TR sobre as concentrações séricas de 

leptina em ratas SHAM e OVX. 

4) Avaliar os efeitos da alimentação TR sobre a expressão de genes 

envolvidos com o metabolismo da glicose (TRB-3) e de lipídeos (Ppar-

α) no fígado de ratas SHAM e OVX. 

5) Avaliar os efeitos da alimentação TR sobre a tolerância à glicose de 

ratas SHAM e OVX. 

6) Avaliar os efeitos da reposição de estradiol sobre a expressão de genes 

de relógio no fígado de ratas ovariectomizadas. 
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5. METODOLOGIA 

5.1 ANIMAIS  

Foram utilizadas ratas Wistar provenientes do Centro de Bioterismo 

(CEBIO) do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos com livre acesso à ração e água, 

em um ciclo claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas às 7:00 h (ZT0) e 

apagadas às 19:00 h (ZT12), em sala com temperatura ambiente de 24°± 2°C. 

A divisão dos animais nos diferentes grupos experimentais foi realizada de 

maneira aleatória e os procedimentos na fase escura do fotoperíodo foram 

realizados sob luz vermelha de intensidade inferior ou igual a 3 lux. 

Anteriormente ao início dos protocolos experimentais foram realizados 

esfregaços vaginais durante duas semanas a fim de averiguar a regularidade do 

ciclo estral. Animais que não apresentaram ciclos estrais regulares foram 

desprezados. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da UFMG (protocolo nº117/2018). 

 

5.2  DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS 

5.2.1 Delineamento Experimental 1 

Ratas após uma semana de cirurgia para remoção dos ovários, ou seja, 

ovariectomizadas (OVX) e ratas operadas apenas para exposição dos ovários 

(SHAM) foram alocadas em gaiolas individuais e divididas nos seguintes grupos 

experimentais: 

• ratas SHAM ad libitum (SHAM- AD), 

• ratas SHAM com acesso à dieta padrão restrito às 12 horas de luz 

(time restricted - TR) (SHAM-TR),  

• ratas OVX ad libitum (OVX-AD), 

• ratas OVX com acesso à dieta padrão restrita às 12 horas de luz 

(time restricted - TR) (OVX-TR) 

Este protocolo experimental de diferentes regimes alimentares em fêmeas 

teve duração de 21 dias ao final dos quais os animais foram eutanasiados por 

decapitação para colheita de sangue e tecidos para posteriores análises de 

expressão gênica e dosagem de leptina. Os animais foram eutanasiados às 8:00 
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h (ZT1), às 13:00 h (ZT6), às 19:00 h (ZT12) e a 01:00 h (ZT18), sendo que dois 

horários abrangeram a fase de luz e dois horários, a fase de escuridão do 

fotoperíodo.   

                                                                                                                                                                                                                                                                                   

                  

 

 

 

 

 

 

Experimento 1. Avaliação do ganho de peso corporal, da ingestão 

alimentar, da expressão gênica e concentrações plasmáticas de leptina 

 

Após uma semana de aclimatação no biotério, os animais foram 

aleatoriamente submetidos à cirurgia de ovariectomia ou SHAM. Decorridos oito 

dias das cirurgias, os animais foram acondicionados em caixas individuais e 

iniciou-se o protocolo de alimentação em tempo restrito. Tanto os animais do 

grupo SHAM quanto OVX tiveram acesso à dieta padrão Nuvilab® Quimtia por 

doze horas, das 07:00 h às 19:00 h durante vinte e um dias. Um outro grupo de 

animais SHAM e OVX teve livre acesso à ração. O consumo de ração foi 

mensurado em todos os grupos no ZT0 e ZT12. O peso corporal foi aferido três 

vezes por semana em horários alternados para que a manipulação não se 

tornasse uma pista ambiental para o relógio biológico dos animais. 

Ad Libtum Time Restricted 

Figura 1. Desenho esquemático dos protocolos alimentares 

de dieta ad libtum ou em tempo restrito à fase de luz (TR). As 

linhas ilustram a atividade locomotora das ratas no período 

de 24 horas (actograma). A disponibilidade de alimento é 

representada pela ração. As barras brancas na parte superior 

do actograma representam a fase de luz e as barras pretas, 

a fase de escuridão do fotoperíodo.  
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Ao final dos 21 dias de exposição à alimentação TR ou AD, os animais 

foram eutanasiados por decapitação às 8:00 h (ZT1), às 13:00 h (ZT6), às 19:00 

(ZT12) e à 01:00 h (ZT18) para remoção do fígado e do sangue. O fígado foi 

imediatamente congelado em nitrogênio líquido e armazenado a -80 °C e o 

plasma armazenado a -20 °C. A expressão dos genes de relógio Per1, Bmal1, 

Reverb-α, Cry1 e Cry2 foi avaliada no fígado de animais eutanasiados no ZT1, 

ZT6, ZT12 e ZT18. As concentrações de leptina plasmáticas dos animais 

eutanasiados no ZT1 e ZT12 foram determinadas (Figura 2A). 

 

Experimento 2. Avaliação da reposta ao teste de tolerância à glicose 

Ratas foram aclimatados por duas semanas ao estímulo de manipulação 

da cauda para colheita de sangue. Na véspera do primeiro teste de tolerância à 

glicose, os animais foram submetidos a um jejum de 12h que teve início às 20h 

e o teste de tolerância à glicose foi realizado no ZT1 do dia seguinte. Nesse 

mesmo dia, um outro grupo de ratas foi mantido em jejum, também por 12 horas, 

das 8:00 às 20:00 h para realização do teste na fase de escuridão. No dia 

seguinte aos testes, as ratas foram submetidas às cirurgias de ovariectomia ou 

SHAM. Após 8 dias realizou-se outro teste de tolerância à glicose nos ZT1 e 

ZT13. No mesmo dia deu-se início ao protocolo de alimentação TR ou AD e, ao 

final dos 21 dias de protocolo um último teste de tolerância à glicose foi realizado 

nas ratas OVX-AD e OVX-TR. As ratas foram eutanasiadas por decapitação no 

dia seguinte (Figura 2B). 

 

5.2.2 Delineamento Experimental 2 

Ratas após uma semana de cirurgia para remoção dos ovários, ou seja, 

ovariectomizadas (OVX) foram divididas em dois grupos experimentais: 

• ratas OVX tratadas com óleo (OVX-OIL), 

• ratas OVX tratadas com cipionato de estradiol (OVX-E2) 

Nesse protocolo, as ratas foram mantidas em regime alimentar ad libtum e 

receberam, em três manhãs consecutivas, uma injeção subcutânea de cipionato 

de E2 (10 μg/0,2mL) ou 0,2 mL de óleo de milho na pata traseira. Os animais 

foram eutanasiados no quarto dia por decapitação no ZT1. O fígado foi removido, 

congelado em nitrogênio líquido e armazenado no freezer -80º C para posterior 
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análise da expressão dos genes de relógio Per1, Bmal1, Reverb-α, Cry1 e Cry2 

por qRT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Linha do tempo dos experimentos realizados durante o protocolo de dieta em tempo restrito à fase de luz 

(TR). No painel A está descrito o experimento para colheita de material para PCR em tempo real e dosagem de 

leptina. Painel B, linha do tempo para realização dos testes de tolerância à glicose (ipTTG). 

 

Figura 3. Desenho esquemático do tratamento hormonal e do protocolo 

alimentar. As linhas ilustram a atividade locomotora das ratas no período 

de 24 horas (actograma). A disponibilidade de alimento é representada 

pela ração. As barras preta e branca na parte superior do actograma 

representam, respectivamente, a fase de escuridão e de luz do 

fotoperíodo. Ratas ovariectomizadas e mantidas em regime alimentar 

ad libtum foram tratadas com veículo (OVX+OIL) ou estradiol 

(OVX+E2). 
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Experimento 3. Expressão dos genes de relógio em ratas tratadas com óleo 

ou estradiol 

Uma vez que os experimentos realizados no delineamento experimental 

1 apontaram um efeito da ovariectomia sobre a expressão dos genes de relógio 

no fígado das ratas, optou-se por averiguar se o tratamento de reposição de 

estradiol seria capaz de reestabelecer a expressão a patamares semelhantes 

aos do grupo SHAM. Assim, após aclimatação de uma semana no biotério, foi 

realizada a cirurgia de ovariectomia. Decorrida uma semana, as ratas foram 

tratadas, por três manhãs consecutivas, com injeções subcutâneas de óleo de 

milho ou cipionato de estradiol e eutanasiadas no ZT1 do quarto dia para colheita 

do fígado. A expressão dos genes Per1, Bmal1, Reverb-α, Cry1 e Cry2 desses 

animais foi comparada com a do grupo SHAM-AD proveniente do delineamento 

experimental 1 (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3  OVARIECTOMIA 

As ratas foram anestesiadas com uma solução de Cetamina (80 mg/kg) e 

Xilasina (10 mg/kg) por via intraperitoneal. Foi realizada tricotomia na região 

média entre a última costela e a coxa do animal onde foi feita incisão longitudinal 

da pele e da musculatura para exposição, no caso do grupo SHAM e exposição 

e retirada dos ovários no grupo ovariectomizado (OVX). A pele foi posteriormente 

suturada e esse procedimento foi realizado bilateralmente em cada animal. Ao 

término da cirurgia os animais receberam uma dose subcutânea de Flunixine 

Meglumine (16 mg/kg, s.c.) (analgésico e antiinflamatório) e uma dose profilática 

de antibiótico Pentabiótico (2400 UI/Kg, i.m). 
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Figura 4. Linha do tempo do experimento realizado durante o protocolo de OVX 

seguido de tratamento de reposição de estradiol. 
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5.4  DOSAGEM DE LEPTINA 

A leptina sérica foi dosada no sangue dos animais por Elisa (Kit 

Quantikine® Elisa Mouse-Rat Leptin Immunoassay R&D Systems,Inc. USA & 

Canada), seguindo as instruções do fabricante. Foi preparada uma curva de 

diluição com padrão fornecido pelo fabricante e as amostras de plasma foram 

diluídas 5x em solução calibradora advinda do kit. Para a realização do ensaio 

foi adicionado à cada poço 50µL do diluente à base de proteína e 50µL de 

solução padrão, controle ou amostra. Após leves batidinhas, a placa foi coberta 

com adesivo e incubada por 2 horas. A seguir, o conteúdo foi aspirado e foram 

realizadas 5 lavagens, cada uma com 400 µL de tampão de lavagem por poço. 

A placa foi invertida em papel toalha para secagem. Adicionou-se 100µL de 

anticorpo conjugado a cada poço seguido de uma segunda incubação de duas 

horas de duração. Ao final, o conteúdo foi aspirado e adicionou-se aos poços 

400 µL de tampão de lavagem, procedimento repetido por 5 vezes. A seguir, 

adicionou-se 100 µL de solução de substrato em cada poço e seguiu-se 

incubação por 30 minutos com a placa mantida protegida da luz. Na sequência 

adicionou-se aos poços 100 µL de stop solution e após leves batidinhas para 

garantir total mistura do conteúdo, a densidade óptica foi lida no 

espectrofotômetro Epoch (Bio Tek Instruments, Inc, USA) nos comprimentos de 

onda de 570 nm e 450 nm. O resultado foi obtido pela subtração da leitura 450 

nm pelos valores da leitura de 570 nm. Esses valores foram interpolados com 

utilização do programa GraphPad Prism 6.0 que também foi utilizado para 

confecção dos gráficos.  

 

5.5  TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE 

As ratas foram aclimatadas durante duas semanas à manipulação da cauda 

para colheita de sangue. Nesse procedimento denominado “milking,” o 

experimentador segurava a base da cauda com uma das mãos e com a outra 

deslizava no restante da mesma exercendo uma leve pressão em direção à 

extremidade com intuito de aumentar o fluxo sanguíneo naquela região. Para a 

realização do teste, foi realizado um jejum prévio de 12 h após o qual os animais 

receberam uma injeção intraperitoneal de D-glicose a 30% na dose de 1,5g/kg. 

Foi utilizada solução de iodo para assepsia da cauda anteriormente à secção da 
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mesma para a colheita de sangue. A glicemia foi aferida no tempo zero, ou seja, 

antes da injeção da solução de glicose e após 15, 30,60 e 120 min da injeção. O 

valor da glicemia foi aferido com um glicosímetro Accu- Chek Performa ® da 

marca Roche.  

 

5.6 EXTRAÇÃO DE RNA, REAÇÃO DE TRANSCRIPTASE E PCR 

QUANTITATIVO EM TEMPO-REAL (QPCR)  

5.6.1  Extração de RNA 

O RNA total do fígado foi extraído seguindo as instruções do TRI Reagent® 

(Sigma-Aldrich, E.U.A.). Foi utilizado 70 a 80 mg de amostras que haviam sido 

congeladas e armazenadas no freezer -80 °C. Após a pesagem, os tecidos foram 

homogeneizados com 1 mL de TRI Reagent® em tubo livre de DNAse/RNAse 

de 2 mL, previamente autoclavados. Após 5 minutos em temperatura ambiente, 

foi adicionado 200 µL de 1-Bromo-3-cloropropano (Aldrich, Japão), esta solução 

foi agitada em vórtex por 15 segundos e mantida por 10 minutos em temperatura 

ambiente. Realizou-se uma centrifugação por 15 minutos a 12.000 rpm à 4 °C e 

o sobrenadante contendo o RNA foi transferido para um tubo de 1,5 mL livre de 

DNAse/RNAse autoclavado, no qual adicionou-se 650 µL de isopropanol, 

seguida de uma suave mistura do conteúdo. Após 10 minutos em temperatura 

ambiente, seguiu-se outra centrifugação de 12.000 rpm à 4 °C por 35 minutos. 

O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 1,3 mL de etanol 75% ao 

precipitado seguido de vortexização por 15 segundos e centrifugação por 15 

minutos a 12.000 rpm à 4 °C. Este procedimento foi realizado 2 vezes. Colocou-

se as amostras overnight a - 80 °C seguindo de centrifugação a 12.000 rpm à 

4°C. O sobrenadante foi descartado e, para secar o pellet, os tubos foram 

deixados por 5 a 10 minutos abertos e invertidos. O RNA foi ressuspendido em 

80 L de água tratada com dietil-pirocarbonato (H2O DEPC, Life Technologies, 

E.U.A.) e tratado com DNase (kit turbo-DNA-freeTM, Life Technologies, E.U.A.). 

Para o tratamento com DNAse, as amostras foram diluídas para ter uma 

concentração média de 0,5 µg de RNA em um volume final de 20 µL. Foi 

adicionado 10% desse volume de tampão 10x Turbo DNase I e 1µL de Turbo 

Dnase DNase I (Ambion). A seguir, as amostras foram incubadas a 37 °C por 30 

minutos, ao final dos quais foi acrescentado 10% do volume de reagente de 
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inativação, seguido de vortexização por 10 segundos, com incubação de 2 

minutos, em temperatura ambiente. Posteriormente, houve centrifugação a 

12.000 rpm à 4 °C por 2 minutos, o sobrenadante foi retirado e armazenado à -

80 °C em tubos de 500 µL.  As concentrações de RNA foram determinadas por 

leitura da absorbância a 260 nm em nano-espectrofotômetro (Nanodrop, E.U.A).  

 

5.6.2 Transcrição reversa  

A reação de transcriptase reversa foi realizada em microtubos livres de 

DNAse/RNAse de 200 µL previamente autoclavados. A reação foi realizada 

utilizando-se 1g de RNA total. Utilizou-se 1µL de random primers (100 ηg/µL, 

Life Technologies), 1 µL de dNTP (10 mM, LIfeTechnologies) e H20 DEPC para 

um volume final de 13,75 µL. As amostras foram incubadas por 5 minutos a 65 

°C e à 4 °C por 1 minuto. Após incubação foi adicionada à solução 4 µL de 

tampão de PCR 5X, 1 µL de DTT (0,1M), 1 µL de inibidor de ribonuclease (40  

U/µL, Life Technologies) e 0,25 µL da enzima Superscript III RT (200 U/ µL, 

SuperScript™ III Reverse Transcriptase, Life Technologies), totalizando um 

volume de 20 µL por reação. Posteriormente as amostras foram incubadas à 25 

°C por 5 minutos; 50 °C por 50 minutos e 70 °C por 15 minutos. O cDNA 

resultante do processo foi armazenado à -20 °C e foi utilizado nas reações 

subsequentes de qPCR. 

 

5.6.3 qQRT-PCR 

O qQRT-PCR foi realizado em placas de 96 poços, utilizando iTaq™ 

universal SYBR® Green supermix (BioRad, E.U.A). Os ensaios foram realizados 

em um termociclador CFX96 (Bio-rad Laboratories Hercules – Califórnia - E.U.A.) 

e para selecionar o ciclo de temperatura, seguiu-se as instruções do fabricante 

do Supermix: 1 ciclo a  95 °C por 30 segundos seguido por 40 ciclos de 5 

segundos a 95 °C e, 30 segundos a 60 °C. Com posterior analise da curva de 

Melt.  

Foram utilizados pares de primers específicos para a espécie, que foram 

produzidos com base nas sequências obtidas a partir do GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed), desenhados e sintetizados pela empresa 

IDT (Coralville, IA, EUA) (Tabela 1). O RNA ribossômico 18S foi usado como 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed
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normalizador dos ensaios, com primers desenhados em região altamente 

conservada. As soluções para cada gene continham: os primers anti-senso e 

senso (300nM para os genes de interesse e 50nM para o 18S), o iTaq™ 

universal SYBR® Green supermix e água livre de nuclease (Nuclease-Free 

Water, Ambion, E.U.A).   

O número de ciclos equivalente à interseção da curva com o limiar, sendo 

denominado de ciclos de temperatura (CT) foi utilizado para a análise do RNAm 

relativo. Os dados foram analisados pelo método ΔΔCT (Livak & Schmittgen, 

2001). O ΔCT foi encontrado pela diferença do valor médio das duplicatas do 

gene de interesse e do normalizador (18s). A maior média de ΔCT do grupo AD 

ou controle foi utilizada como calibrador. O ΔΔCT foi obtido a partir da subtração 

de cada valor de ΔCT pela média escolhida do ΔCT. Este valor foi utilizado como 

uma exponencial negativa na base 2 (2-ΔΔCT).  
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Tabela 1. Sequência dos primers utilizados nas reações de PCR em tempo real 

 

 

6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para as análises estatísticas foram utilizados os programas SigmaPlot 

versão 11.0 (San Jose, CA, EUA) e GraphPadPrism versão 6.0 (San Diego, CA, 

EUA) sendo esse utilizado para a confecção dos gráficos. Os dados foram 

expressos como média ± erro-padrão da média. O intervalo de confiança foi de 

0,05 e o teste de normalidade utilizado foi o Shapiro-Wilk.  

A comparação entre os resultados de massa corporal e ingestão alimentar 

entre os diferentes grupos e tempos estudados foi realizada por ANOVA de duas 

vias de medidas repetidas, seguida do teste de Tukey. O delta de peso foi 

calculado pela diferença entre massa corporal final e inicial.  

  Os dados de ingestão alimentar total foram analisados por ANOVA de 

uma via seguida de Tukey. As análises dos dados de leptina e de expressão dos 

genes de relógio foram realizadas por ANOVA de duas vias seguida de Tukey.  

18s 
Forward: 5’ - CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA - 3’ 

Reverse: 5’ - GCT GGA ATT ACC GCG GCT - 3’ 

Per1 

(NM_001034125.1) 

Forward: 5’- ATG CAG AAA CAA CAG CCA CGG TTC - 3’ 

Reverse: 5’ - TGG CCA GGA TCT TGA ACA CTG CTA - 3’ 

RevErbα 

(NM_001113422) 

Forward: 5´- ACA GCT GAC ACC ACC CAG ATC - 3´ 

Reverse: 5 - ´CAT GGG CAT AGG TGA AGA TTT CT - 3´ 

Bmal1 

(NM_024362.2) 

Forward: 5’ - AGG CCT TCA CTG GAA TGG TGC TAT - 3’ 

Reverse: 5’- TGA CTG GCC TGG AAC IPTTG CTA CAT - 3’ 

Cry1 

(NM_198750.2) 

Forward: 5’ - CCT TCT AAT CCT AAT GGG AAC G - 3’ 

Reverse: 5’ - ACC ACT TCC IPTTG AGA GCA GTT T - 3' 

Cry2 

(NM_133405.2) 

Forward: 5’-TTC CCA AGG CTT TTC AAG GAA T -3’ 

Reverse: 5’- GCC ATC TTC ATA ATG GCT GCA T - 3’ 

Ppar-α 

(NM_013196.1) 

Forward: 5’- TAC CAC TAT GGAGTC CAC GCA GCA TGT - 3’ 

Reverse: 5’ - TTG CAG CTT CGA TCA CAC TTG TCG - 3’ 

TRB-3 

(NM_144755.2) 

Forward: 5’-TGC GTC GCT TTG TCT TCA GCA ACT-3’ 

Reverse: 5’- ATC CAG TCA TCA CGC AGG CAT CTT-3’ 
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Os dados de expressão de genes de metabolismo foram analisados por test t de 

Student para diferenças entre os grupos no mesmo horário (ZT). Os valores de 

variação glicêmica no teste de tolerância à glicose foram avaliados por ANOVA 

de duas vias de medidas repetidas seguida de Bonferroni e a área sobre a curva, 

por teste t de Student.   

 As diferenças na expressão gênica entre os grupos SHAM e OVX tratados 

com óleo ou estradiol foram avaliadas por ANOVA de uma via seguida de Tukey. 

 Para avaliar se as variações temporais encontradas na expressão dos 

genes de relógio Per1, Bmal1, Reverb-α, Cry1 e Cry2 ajustam-se a uma curva 

cossenoidal utilizou-se o software CircWave 1.4 (Netherland, 2007). Este 

software constrói curvas de Fourier baseada em harmônicas nas quais os dados 

melhor se ajustam.  
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7. RESULTADOS 

A ovariectomia em regime AD promoveu um aumento na massa corporal 

das ratas em comparação àquelas do grupo SHAM-AD (Figura 5 A). Os animais 

SHAM-TR ganharam menos massa corporal do que os animais SHAM-AD sem 

que houvesse uma diferença na ingestão alimentar dia a dia (Figura 5 B e 

Figura 6 D). A alimentação em tempo restrito no grupo OVX promoveu uma 

atenuação do ganho de peso corporal em comparação ao grupo OVX-AD, com 

uma consequente diminuição da ingestão alimentar no decorrer dos dias (Figura 

5 C e Figura 6 E). 

O perfil de ingestão alimentar dos animais SHAM e OVX em regime AD foi 

avaliado no início da fase de luz e no início da fase de escuridão para refletir, 

respectivamente, a ingestão durante o dia e durante a noite (Figura 6 A).  

Observou-se que mesmo mantendo o padrão circadiano de comportamento 

alimentar, ou seja, maior ingestão durante a fase de escuridão ou à noite, o grupo 

OVX apresentou uma maior ingestão do que o grupo SHAM durante à noite 

(Figura 6 A). A análise do consumo alimentar total acompanhado durante os 21 

dias de experimento, demonstrou que os animais OVX apresentam maior 

ingestão alimentar em relação ao grupo SHAM, independentemente do protocolo 

alimentar, ou seja, AD ou TR (Figura 6 B). Por outro lado, a comparação entre 

os grupos nos diferentes protocolos demonstrou que os animais AD 

apresentaram maior ingestão acumulada do que os animais do grupo TR tanto 

dos grupos SHAM quanto OVX (Figura 6 B). A análise do consumo alimentar 

revelou que, apesar de a ovariectomia ter efeito sobre a ingestão alimentar total 

(Figura 6 B), não há diferença entre os grupos SHAM e OVX a cada dia de 

experimento (Figura 6 C). 
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Figura 5. Variação do ganho de peso corporal de ratas SHAM e OVX em regime 

alimentar ad libtum (AD) e restrita à fase de luz (TR). Dados são expressos como 

média ± SEM. Ganho de peso corporal no decorrer dos 21 dias de protocolo alimentar 

dos grupos SHAM-AD vs OVX-AD (Painel A), SHAM-AD vs SHAM-TR (Painel B) e 

OVX-AD vs OVX-TR (Painel C). ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida 

de Tukey:  *, p<0,05 para diferenças entre SHAM vs OVX no Painel A e entre AD vs 

TR nos painéis B e C.  
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Figura 6. Ingestão alimentar de ratas SHAM e OVX em regime alimentar ad libtum 

(AD) e restrito à fase de luz (TR). Dados são expressos como média ±SEM. Painel 

A. Ingestão alimentar de ratas SHAM e OVX durante o dia e a noite. ANOVA de uma 

via seguida de Tukey. *, p<0,05 para diferenças entre day e night dentro dos grupos 

SHAM e OVX, #, p<0,05 entre os grupos na fase da noite. Painel B. Ingestão alimentar 

de ratas SHAM e OVX em regime alimentar AD ou TR. ANOVA de uma via seguida 

de Tukey. *, p<0,05 para diferenças entre SHAM vs OVX no mesmo protocolo 

alimentar, # p<0,05 para diferenças entre os grupos SHAM, @ p<0,05 para diferenças 

entre os grupos OVX. Ingestão alimentar no decorrer dos 21 dias de protocolo 

experimental dos grupos SHAM-AD vs OVX-AD (Painel C), SHAM-AD vs SHAM-TR 

(Painel D) e OVX-AD vs OVX-TR (Painel E). ANOVA de duas vias de medidas 

repetidas seguida de Tukey. * p<0,05 para diferença entre os grupos ao longo do 

tempo. #, p<0,05 entre os tratamentos. 
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Em relação a expressão dos genes de relógio, avaliou-se, nos diferentes 

horários, tanto o efeito da ovariectomia quanto o efeito da alimentação em 

horário restrito.  

O grupo SHAM-AD apresentou um pico na expressão de Per1 no ZT12 e 

esta resposta também foi observada no grupo OVX-AD (Figura 7 A). Por outro 

lado, a ovariectomia ocasionou um aumento na expressão de Per1 no ZT1 

(Figura 7 A). A alimentação em tempo restrito à fase de luz aboliu o pico de 

expressão de Per1 no ZT 12 em ambos os grupos, SHAM e OVX (Figura 7 B e 

C), no entanto, não foi capaz de reverter o aumento na expressão de Per1 

induzida pela ovariectomia no ZT1 (Figura 7 C). 

A expressão de Bmal1 foi maior no ZT1 em comparação aos demais ZTs 

nos grupos SHAM-AD e OVX-AD (Figura 8 A). Quando comparados entre esses 

dois grupos, a quantidade relativa de mRNA de Bmal1 foi maior no ZT1 no grupo 

OVX-AD (Figura 8 A). Restringir a alimentação à fase de luz reduziu a expressão 

de Bmal1 no ZT1 em ambos os grupos SHAM e OVX, anulando a diferença de 

expressão nos diferentes horários do dia no grupo SHAM-TR (Figura 8 B e C).  

A expressão do gene Reverb-α no grupo SHAM-AD foi maior no ZT6 

quando comparado aos demais ZTs (Figura 9 A). Já o grupo OVX apresentou 

maior expressão de Reverb-α no ZT6 e ZT12 quando comparado aos demais 

ZTs (Figura 9 A). No ZT6, a expressão de Reverb- α no grupo SHAM AD foi 

maior do que os valores encontrados no grupo OVX-AD (Figura 9 A). A 

alimentação em tempo restrito no grupo SHAM aboliu as variações temporais 

observadas para a expressão de Reverb-α (Figura 9 B). No grupo SHAM-TR, 

os valores de expressão mostraram-se menores no ZT6 e no ZT12 e maiores no 

ZT18 em comparação ao grupo SHAM-AD (Figura 9 B). A resposta à TR não foi 

afetada pela OVX, dessa forma, observou-se valores reduzidos na expressão de 

Reverb-α nos ZT6 e ZT12 e aumentados no ZT18 no grupo OVX-TR quando 

comparados ao grupo OVX-AD (Figura 9 C). 

Em ambos os grupos, SHAM-AD e OVX-AD, a expressão de Cry1 foi maior 

no ZT1 em comparação aos demais horários estudados. Por outro lado, o grupo 

OVX-AD apresentou valores de RNAm aumentados de Cry1 quando 

comparados com o SHAM-AD neste horário (Figura 10 A). O efeito da 

alimentação em tempo restrito foi semelhante nos grupos SHAM e OVX. Desta 
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forma, a expressão de Cry1 se manteve constante nos quatro pontos avaliados 

tanto no grupo SHAM-TR quanto no OVX-TR (Figura 10 B e C).  

O perfil de expressão do gene Cry2 foi similar ao apresentado pelo gene 

Cry1. Assim, o maior valor de expressão foi encontrado no ZT1 em relação aos 

demais ZTs para ambos os grupos SHAM-AD e OVX-AD (Figura 11 A).  

Entretanto, a comparação entre SHAM-AD e OVX-AD mostrou que a 

ovariectomia aumentou a expressão deste gene neste horário (Figura 11 A). A 

alimentação em horário restrito aboliu as diferenças temporais em ambos os 

grupos SHAM e OVX (Figura 11 B e C).  
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Figura 7. Expressão de Per1 no fígado de ratas SHAM e OVX em regime alimentar ad libtum 

(AD) ou restrito à fase de luz (TR). Dados são expressos como média ±SEM. (n= 3-6). ANOVA 

de duas vias seguida de Tukey. Painel A. Efeito da ovariectomia sobre a expressão de Per1. *p 

< 0,05 para diferenças entre tratamentos no mesmo ZT.  a, p < 0,05 vs ZT1, ZT6, ZT18 no grupo 

SHAM AD, A, p< 0,05 vs ZT6 e ZT18 no grupo OVX AD. Painel B. Efeito da alimentação TR 

sobre a expressão de Per1 no grupo SHAM. *p < 0,05 diferenças entre tratamentos no mesmo 

ZT.  a, p < 0,05 vs ZT1, ZT6 e ZT18 no grupo SHAM AD. Painel C. Efeito da alimentação TR 

sobre a expressão de Per1 no grupo OVX. *p < 0,05 diferenças entre tratamentos no mesmo ZT.  

Letras minúsculas, p < 0,05 para diferenças entre ZTs no grupo OVX-AD. A barra cinza indica a 

fase de escuridão do fotoperíodo. Painel A, expressão gênica normalizada pelo grupo SHAM-AD 

ZT18. Painel B, normalizada pelo SHAM-AD ZT18 e Painel C, normalizada pelo OVX-AD ZT6. 
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Figura 8. Expressão de Bmal1 no fígado de ratas SHAM e OVX em regime alimentar ad 

libtum (AD) ou restrito à dase de luz (TR). Dados são expressos como média ±SEM. (n= 3-6). 

ANOVA de duas vias seguida de Tukey. Painel A. Efeito da ovariectomia sobre a expressão de 

Bmal1. *p <0,05 para diferenças entre tratamentos no mesmo ZT. a, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 

no grupo SHAM-AD. A, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 no grupo OVX AD. Painel B. Efeito da 

alimentação TR sobre a expressão de Bmal1 no grupo SHAM. *p <0,05 para diferenças entre 

tratamentos no mesmo ZT. a, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 no grupo SHAM-AD. Painel C. Efeito 

da alimentação TR sobre a expressão de Bmal1 no grupo OVX. *p<0,05 para diferença entre 

tratamentos no mesmo ZT. Letras minúsculas, p<0,05 para diferenças entre ZTs no grupo OVX-

AD e letras maiúsculas, p<0,05 para diferenças entre ZTs nos grupos OVX-TR. A barra cinza 

indica a fase de escuridão do fotoperíodo. Painel A, expressão gênica normalizada pelo grupo 

SHAM-AD ZT18. Painel B, normalizada pelo SHAM-AD ZT18 e Painel C, normalizada pelo OVX-

AD ZT6. 
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Figura 9. Expressão de Reverb-𝜶 no fígado de ratas SHAM e OVX em regime alimentar ad 

libtum (AD) ou restrito à fase de luz (TR). Dados são expressos como média ±SEM. (n= 3-6). 

ANOVA de duas vias seguida de Tukey. Painel A. Efeito da ovariectomia sobre a expressão de 

Reverb-α. *p <0,05 para diferenças entre tratamentos no mesmo ZT. Letras minúsculas, p<0,05 

para diferenças entre ZTs no grupo SHAM-AD. A, p<0,05 vs ZT1 e ZT18 no grupo OVX-AD. 

Painel B. Efeito da alimentação TR sobre a expressão de Reverb-α no grupo SHAM. *p <0,05 

para diferenças entre tratamentos no mesmo ZT. Letras minúsculas, p<0,05 para diferenças 

entre ZTs no grupo SHAM-AD. Painel C. Efeito da alimentação TR sobre a expressão de Reverb-

α no grupo OVX. *p<0,05 para diferença entre tratamentos no mesmo ZT. Letras minúsculas, 

p<0,05 para diferenças entre ZTs no grupo OVX-AD. A, p<0,05 vs ZT1, ZT6 eZT12 no grupo 

OVX-TR. A barra cinza indica a fase de escuridão do fotoperíodo. Painel A, expressão gênica 

normalizada pelo grupo SHAM-AD ZT18. Painel B, normalizada pelo SHAM-AD ZT18 e Painel 

C, normalizada pelo OVX-AD ZT18. 
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Figura 10 . Expressão de Cry1 no fígado de ratas SHAM e OVX em regime alimentar ad 

libtum (AD) ou restrito à fase de luz (TR). Dados são expressos como média ±SEM. (n= 3-6). 

ANOVA de duas vias seguida de Tukey. Painel A, efeito da ovariectomia sobre a expressão de 

Cry1. *p <0,05 para diferenças entre tratamentos no mesmo ZT. a, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 

no grupo SHAM-AD. A, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 no grupo OVX-AD. Painel B. Efeito da 

alimentação TR sobre a expressão de Cry1 no grupo SHAM. *p <0,05 para diferenças entre 

tratamentos no mesmo ZT. a, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 no grupo SHAM-AD. Painel C. Efeito 

da alimentação TR sobre a expressão de Cry1 no grupo OVX. *p<0,05 para diferença entre 

tratamentos no mesmo ZT. a, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 no grupo OVX AD. A barra cinza 

indica a fase de escuridão do fotoperíodo. Painel A, expressão gênica normalizada pelo grupo 

SHAM-AD ZT6. Painel B, normalizada pelo SHAM-AD ZT6 e Painel C, normalizada pelo OVX-

AD ZT6. 
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Figura 11. Expressão de Cry2 no fígado de ratas SHAM e OVX em regime alimentar ad (AD) 

ou restrito à fase de luz (TR). Dados são expressos como média ±SEM. (n= 3-6). ANOVA de 

duas vias seguida de Tukey. Painel A. Efeito da ovariectomia sobre a expressão de Cry2. *p 

<0,05 para diferenças entre tratamentos no mesmo ZT. Letras minúsculas, p<0,05 para 

diferenças entre ZTs no grupo SHAM-AD. A, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 no grupo OVX-AD. 

Painel B. Efeito da alimentação TR sobre a expressão de Cry2 no grupo SHAM. *p <0,05 para 

diferenças entre tratamentos no mesmo ZT. a, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 no grupo SHAM-AD. 

Painel C. Efeito da alimentação TR sobre a expressão de Cry2 no grupo OVX. *p<0,05 para 

diferença entre tratamentos no mesmo ZT. a, p<0,05 vs ZT6, ZT12 e ZT18 no grupo OVX-AD. A 

barra cinza indica a fase de escuridão do fotoperíodo. Painel A, expressão gênica normalizada 

pelo grupo SHAM-AD ZT18. Painel B, normalizada pelo SHAM-AD ZT18 e Painel C, normalizada 

pelo OVX-AD ZT18. 
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Para todos os valores de mRNA analisados nos diferentes horários onde 

foram detectadas diferenças entre os tempos, analisamos se o perfil da variação 

temporal se ajustou a uma curva cossenóide, através da análise de Fourier. A 

ovariectomia e a alimentação em tempo restrito, contudo, afetaram 

diferentemente o ajuste das variações temporais às curvas cossenóides. Para o 

gene Per1, adequaram-se à curva cossenóide os grupos SHAM-AD (r2=0,43 e 

F=6,52) e OVX-TR (r2=0,58 e F=12,93). A alimentação TR no grupo SHAM e a 

OVX no grupo AD, fizeram com que a diferença temporal de expressão fosse 

abolida (r2=0 e F=NaN). Para os valores de mRNA do gene Bmal1, o grupo 

SHAM-TR não se ajustou à curva (r2=0 e F=NaN), diferentemente dos grupos 

SHAM-AD (r2=0,38 e F=5,3), OVX-AD (r2=0,45 e F=7,08) e OVX-TR (r2=0,57 e 

F=12,95). Referente ao gene Reverb-α, todos os grupos se ajustaram a uma 

curva cossenóide; SHAM-AD (r2=0,74 e F=24,94), OVX-AD (r2=0,44 e F=7,29), 

SHAM-TR (r2=0,51 e F=9,70) e OVX-TR (r2=0,32 e F=4,13). Para o Cry1, o grupo 

SHAM-TR não se ajustou à curva (r2=0 e F=NaN), diferentemente dos grupos 

SHAM-AD (r2=0,50 e F=8,79), OVX-AD (r2=0,33 e F=4,22), OVX-TR (r2=0,29 e 

F=3,82). Por fim, referente ao gene Cry2, ajustaram-se à curva cossenóide os 

grupos SHAM-AD (r2=0,31 e F=4,10) e OVX-AD (r2=0,31 e F=4,09) e não se 

ajustaram, os grupos SHAM-TR e OVX-TR (r2=0 e F=NaN).    

Os valores circulantes de leptina foram diferentes nos ZT1 e ZT12 para o 

grupo SHAM-AD, sendo observados menores valores no ZT12. Esta diferença 

foi perdida quando os animais foram submetidos à alimentação restrita à fase de 

luz (SHAM-TR, Figura 12 A). A ovariectomia aboliu as diferenças temporais nos 

valores encontrados de leptina sérica no SHAM-AD (Figura 12 B) e não foram 

encontradas diferenças entre os ZTs analisados nos grupos OVX-AD e OVX-TR 

(Figura 12 B).  
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Figura 12. Concentrações plasmáticas de leptina de ratas SHAM e OVX em regime 

alimentar ad libtum (AD) e restrito à fase de luz (TR). Dados são expressos como média 

±SEM. (n= 5 grupo SHAM, n=4 grupo OVX). ANOVA de duas vias seguida de Tukey. p<0,05 

para diferença entre ZTs no grupo SHAM-AD. 

 

A expressão dos genes metabólicos foi avaliada em dois horários. Os ZT1 

e ZT12 foram escolhidos por representarem o início das fases clara e escura, 

respectivamente. As análises demonstraram que em comparação ao grupo 

SHAM-AD, nem a ovariectomia nem a alimentação em horário restrito foram 

capazes de alterar a expressão gênica nos horários contemplados. Para os dois 

genes, nos quatro grupos (SHAM-AD, SHAM-TR, OVX-AD e OVX-TR), a 

expressão foi menor no ZT12 (Figura 13). 
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Figura 13. Expressão hepática de genes metabólicos de ratas SHAM e OVX em 

regime alimentar ad libtum (AD) ou restrito à fase de luz (TR). Dados são expressos como 

média ±SEM. (n=4). Painéis A e B, expressão do gene Ppar-α nas ratas SHAM e OVX, 

respectivamente. Painéis C e D, expressão do gene TRB-3 nas ratas SHAM e OVX, 

respectivamente. Test t de Student.p<0,05 para diferença entre ZT1 x ZT12 no mesmo grupo. 
 

 

O teste de tolerância à glicose realizado com as ratas em regime alimentar 

AD, anteriormente à cirurgia SHAM, denominadas NAIVE-AD, demonstrou que 

nos dois horários avaliados houve um pico glicêmico após a injeção da glicose 

intraperitoneal (Figura 14 A). O grupo NAIVE-AD avaliado no ZT13 retornou aos 

valores basais após 60 minutos enquanto o grupo NAIVE-AD avaliado no ZT1, o 

fez após 120 minutos do início do teste. Houve uma diferença na área sob a 

curva entre os grupos, com menores valores para os animais NAIVE-AD no ZT13 

(Figura 14 A e B). 
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 Um outro teste foi realizado com intuito de avaliar o efeito da ovariectomia 

sobre a tolerância à glicose nos diferentes horários. O mesmo foi realizado após 

8 dias de OVX com os animais em regime alimentar AD (Figura 14 C e D). Os 

grupos apresentaram o pico glicêmico após a injeção intraperitoneal de glicose 

e ambos retornaram aos valores basais de glicemia após 30 minutos do início do 

teste. Não houve diferença na resposta nos diferentes horários (Figura 14 C e 

D). A ovariectomia extinguiu a melhor resposta apresentada pelos animais 

NAIVE desafiados à noite (Figura 14 B e D).  

 Foi realizada também a comparação da resposta ao teste de tolerância à 

glicose entre os grupos NAIVE e OVX nos ZT1 e ZT13. Os grupos responderam 

de maneira semelhante ao teste no ZT1, porém as ratas ovariectomizadas 

tiveram uma pior resposta no ZT13 (Figura 15 A-D). Em todos os grupos foi 

observado um pico glicêmico 15 minutos após a injeção de glicose, contudo, nos 

dois horários estudados os grupos OVX retornaram aos valores basais de 

glicemia após 30 minutos do início do teste enquanto que os animais NAIVE 

retornaram após 60 minutos (Figura 15 A e C). A análise de área sob a curva 

detectou diferença entre os grupos apenas no ZT13 (Figura 15 B e D). 

Para avaliar se a dieta em tempo restrito seria capaz de alterar a resposta 

glicêmica, um último teste de tolerância à glicose foi realizado ao final do 

protocolo alimentar de vinte e um dias comparando-se animais OVX-AD com 

OVX-TR. O teste foi realizado no ZT1 afim de respeitar o jejum dos animais 

submetidos ao protocolo de TR. Conforme observado nos testes anteriores, os 

animais apresentaram um pico glicêmico após desafio de injeção com glicose e 

retornaram aos valores basais após 60 minutos da injeção. O grupo OVX-TR 

apresentou uma maior área sob a curva, portanto, uma resposta prejudicada ao 

teste em relação ao grupo OVX-AD (Figura 16). 
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Figura 14. Teste de tolerância à glicose em ratas NAIVE e ovariectomizadas (OVX) 

em regime alimentar ad libtum (AD) realizado às 08:00 (ZT1) e às 20:00 (ZT13). Dados são 

expressos em média ±SEM. ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida de Bonferroni 

# p<0,05 vs tempo 0 nos grupos ZT1. @ p<0,05 versus tempo 0 nos grupos ZT13. $ p<0,05 para 

ZT1 vs ZT13 (Painéis A e C) Área sob a curva (AUC), Test T de Student * p<0,05 para painéis B 

e D. 
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Figura 15. Teste de tolerância à glicose em ratas NAIVE e ovariectomizadas (OVX) em 

regime alimentar ad libtum (AD) realizado às 8:00 (ZT1) e às 20:00 (ZT13). Dados são 

expressos em média ±SEM. ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida de Bonferroni 

# p<0,05 vs tempo 0 nos grupos NAIVE ZT1 e ZT13. @ p<0,05 vs tempo 0 nos grupos OVX ZT1 

e ZT13. $ p<0,05 para NAIVE vs OVX (Painéis A e C). Área sob a curva (AUC), Test T de Student 

(Painéis B e D).  
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Figura 16. Teste de tolerância à glicose em ratas ovariectomizadas (OVX) em regime 

alimentar ad libtum (AD) e restrito à fase de luz (TR) realizado às 8:00 (ZT1). Dados são 

expressos em média ±SEM. ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida de Bonferroni 

# p<0,05 vs tempo 0 no grupo OVX-AD. @ p<0,05 vs tempo 0 no grupo OVX-TR. $ p<0,05 para 

OVX-AD vs OVX-TR (Painel A). Área sob a curva (AUC), Test T de Student *p<0,05 para painel 

B.  
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A avaliação da expressão dos genes de relógio no fígado de ratas 

ovariectomizadas tratadas com óleo de milho ou estradiol foi realizada no ZT1, 

haja visto que a ovariectomia promoveu um aumento na expressão de quatro 

dos cinco genes de relógio estudados neste ZT, conforme observado no 

experimento 1 (Figuras 7-11 Painéis A). Em comparação ao grupo SHAM-AD, a 

ovariectomia (OVX-OIL) promoveu um aumento na expressão de Per1, Bmal1 e 

Cry1 e Cry2 (Figura 17 A, B, D e E). O tratamento com cipionato de estradiol foi 

capaz de reduzir a expressão destes genes a valores semelhantes aos 

observados no grupo SHAM-AD (Figura 17 A, B, D e E). A ovariectomia ou o 

tratamento com estradiol não interferiram na expressão de Reverb-α (Figura 17 

C).  
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Figura 17. Expressão de genes de relógio em ratas SHAM e ovariectomizadas (OVX) 

tratadas com óleo e estradiol. Dados são expressos em média ±SEM. (n=4-5). ANOVA de uma 

via seguida de Tukey. Efeito do tratamento com óleo (OVX-OIL) ou estradiol (OVX-E2) sobre a 

expressão dos genes: Per1 (Painel A), Bmal1 (Painel B), Reverb-α (Painel C), Cry1 (Painel D) e 

Cry 2 (Painel E). *p<0,05 vs SHAM-AD e OVX-E2.  
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8. DISCUSSÃO 

A alimentação tem sido descrita na literatura como uma pista importante 

para a sincronização do relógio hepático (Damiola et al., 2000; Stokkan et al., 

2001), no entanto, até o momento não temos conhecimento de estudos que 

relacionem a alimentação em horário restrito com o relógio hepático de fêmeas. 

Em machos, a alimentação restrita à fase de luz, que corresponde ao 

período de inatividade, promove um arraste de até 12 horas na expressão dos 

genes de relógio no fígado (Damiola et al., 2000; Mukherji et al., 2015; Stokkan 

et al., 2001). O arraste é caracterizado pela sincronização autossustentada de 

um oscilador a um sinal, afim de ajustar sua fase às condições do ambiente (A. 

C. Liu et al., 2007). Isso significa que no caso da alimentação em tempo restrito, 

o perfil de expressão dos genes de relógio se altera com os picos de expressão 

acontecendo, por exemplo, de maneira antecipada. Em fêmeas, a expressão dos 

genes de relógio tanto no fígado quanto em outros tecidos, varia de acordo com 

o ciclo estral devido as oscilações nas concentrações circulantes de hormônios 

ovarianos (Nakamura et al., 2010). Tendo em vista que os hormônios ovarianos 

estão relacionados com metabolismo energético e ingestão alimentar (Geary & 

Asarian, 2006; Pantaleão et al., 2010; Witte et al., 2010), processos diretamente 

relacionados ao controle do ganho de peso, estudamos se os mesmos 

exerceriam alguma influência na resposta do relógio hepático à alimentação em 

horário restrito e se alterariam a expressão hepática dos genes de relógio em 

animais em regime alimentar ad libtum. No presente estudo, demonstramos pela 

primeira vez, que a ovariectomia alterou a expressão dos genes de relógio no 

fígado e que os hormônios ovarianos não interferiram na resposta do relógio 

hepático à alimentação em tempo restrito à fase de luz.  

Em nosso trabalho, o perfil de expressão de Per1 de animais SHAM-AD foi 

caracterizado por um pico no ZT12 enquanto que as expressões de Bmal1 e 

Cry1 tiveram um pico claro de expressão no ZT1. Esses achados vão de 

encontro aos observados em machos (Opperhuizen et al., 2016). Já a maior 

expressão de Cry2 das fêmeas ocorreu no ZT1 diferentemente dos machos, em 

que o pico ocorre próximo ao ZT10 (Opperhuizen et al., 2016). Portanto, parece 

existir diferenças no perfil temporal de expressão dos genes de relógio entre 

machos e fêmeas. Para avaliar se hormônios ovarianos contribuem para estas 

diferenças, estudamos o perfil temporal de expressão destes genes após a 
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ovariectomia. A ovariectomia promoveu, em relação ao grupo SHAM-AD, um 

aumento na expressão dos genes Per1, Bmal1, Cry1 e Cry2 no ZT1. Este efeito 

foi revertido pelo tratamento agudo de reposição de estradiol. Assim, em 

comparação às ratas OVX+Óleo, ratas OVX+E2 apresentaram valores similares 

ao grupo SHAM-AD na expressão de Per1, Bmal1, Cry1 e Cry2 no ZT1. Por outro 

lado, o tratamento com estradiol não alterou a expressão do gene Reverb-α. 

Semelhante ao observado em nosso trabalho, as concentrações plasmáticas de 

estradiol parecem mesmo ser importantes para a manutenção do perfil temporal 

dos genes de relógio no fígado.  Estudos com explantes de fígado de ratas 

transgênicas que expressam o promotor do gene Per1 sob controle da enzima 

luciferase mostraram um atraso na fase média da atividade transcricional  de 

Per1 em ratas ovariectomizadas (ZT0) em comparação ao proestro (ZT17) e 

estro (ZT18), bem como variações nos horários médios de expressão de Per1 

nas diferentes fases do ciclo estral (Murphy et al., 2013). No mesmo sentido, um 

outro estudo com ratas demonstrou que a amplitude de expressão de Per1 no 

fígado foi menor no estro em comparação às outras fases do ciclo estral e que o 

horário de pico de expressão de Bmal1 foi alterado entre o proestro e o diestro 

(Nakamura et al., 2010). Nossos dados, em conjunto com a literatura, apontam 

um papel decisivo do estradiol para a manutenção da expressão dos genes Per1, 

Bmal1, Cry1 e Cry2 no fígado de ratas. Esse efeito do estradiol mostrou-se ser 

horário do dia específico, além de ser gene-específico, uma vez que a expressão 

de Reverb-α não foi modificada pela ovariectomia nem pelo tratamento com 

estradiol neste horário. Por outro lado, a expressão de Reverb-α foi reduzida pela 

ovariectomia no ZT6. Não analisamos se o tratamento com estradiol é capaz de 

reverter esta resposta, contudo o tratamento com estradiol não alterou a 

expressão deste gene no ZT1, favorecendo a conclusão de que o estradiol seja, 

de fato, importante para a manutenção da maquinaria do relógio no fígado e que 

seu efeito depende do horário do dia.  

O estradiol parece ser determinante para a expressão dos genes de relógio 

não só no fígado. Em ratas ovariectomizadas o tratamento com estradiol 

aumenta a expressão de Cry1 e Cry2 no córtex cerebral no ZT6 e reduz no 

núcleo supraquiasmatico no ZT18 (Nakamura et al., 2001). No ZT19, a 

expressão de Bmal1 e Cry1 no tecido adiposo inguinal de camundongas 

ovariectomizadas é maior do que naquelas ovariectomizadas e tratadas com 
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estradiol. Já no tecido adiposo perigonadal, a expressão de Per2 é maior no 

grupo tratado com estradiol no ZT13 (Zhu et al., 2015). 

A alimentação em tempo restrito aboliu os picos de expressão dos genes 

Per1, Bmal1, Reverb-α, Cry1 e Cry2 tanto no grupo SHAM quanto no grupo OVX. 

Para o Reverb-α em ambos os grupos, OVX-AD e SHAM-AD, a alimentação TR 

além de abolir o pico de expressão, ocorrido no ZT6, ocasionou um aumento de 

expressão no ZT18. Como os efeitos da TR foram os mesmos tanto no grupo 

SHAM quanto no OVX, conclui-se que os hormônios ovarianos não interferiram 

nessa resposta. Por outro lado, o fenótipo da resposta do relógio hepático à 

alimentação de fêmeas foi diferente daquele observado em machos, nos quais 

a alimentação TR impõe novos horários de pico de expressão ou mesmo uma 

inversão de perfil para genes como Per1, Per2, Bmal1, Reverb-α, Cry2 e Dbp 

(Bray et al., 2013; Hara et al., 2001; Satoh et al., 2006). Embora os hormônios 

ovarianos não tenham participação na resposta do relógio hepático à 

alimentação TR, nossos dados somados à literatura, apontam claramente uma 

diferença entre machos e fêmeas.  

Demonstramos que a alimentação TR abole o pico de expressão hepática 

de Per1 das ratas SHAM-AD e OVX-AD no ZT12. Este efeito foi semelhante ao 

observado  em ratos e camundongos machos mesmo quando submetidos a  

diferentes protocolos no que se refere a tempo em horas de restrição alimentar 

(Opperhuizen et al., 2016; Satoh et al., 2006). Assim, tanto machos quanto 

fêmeas perdem o pico de expressão de Per1 no ZT12 após a exposição à 

alimentação TR. 

Nas ratas deste estudo, o pico de expressão de Bmal1 nos animais SHAM-

AD e OVX-AD foi observado no ZT1 e a alimentação em tempo restrito aboliu 

esse pico tanto nos animais SHAM quanto nos OVX. Essa redução de expressão 

ocasionou uma perda da variação temporal no grupo SHAM-TR, porém no grupo 

OVX-TR a expressão de Bmal1 foi diferente entre os ZT1 e ZT12. De maneira 

parecida, em ratos machos sob regime alimentar ad libtum, o pico de Bmal1 

ocorre no ZT0 enquanto que para os animais alimentados durante a fase de luz, 

próximo ao ZT18 (Opperhuizen et al., 2016; Reznick et al., 2013). Do mesmo 

modo, em camundongos machos, a expressão de Bmal1 do grupo alimentado 

durante a noite se mostrou aumentada no ZT1 e reduzida no grupo alimentado 

durante o dia (Ando et al., 2016; Yasumoto et al., 2016). A alimentação em tempo 
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restrito à fase de luz impacta, portanto, de maneira semelhante a expressão de 

Bmal1 em machos e fêmeas no ZT1. 

A expressão do gene Reberb-α das ratas SHAM-TR e OVX-TR foi reduzida 

nos ZT6 e ZT12 e aumentada no ZT18. A redução da expressão no ZT6 também 

foi observada em camundongos machos (Damiola et al., 2000; Yasumoto et al., 

2016), o que sugere que a alimentação TR afeta a expressão de Reverb-α de 

machos e fêmeas, temporalmente, da mesma maneira. 

No fígado das ratas, os genes Cry1 e Cry2 foram igualmente afetados pela 

alimentação TR que extinguiu o pico de expressão observado no ZT1 tanto no 

grupo SHAM quanto no OVX. A literatura aponta que a alimentação restrita à 

fase de luz em camundongos reduz a expressão  hepática de Cry1 no ZT1 e 

aumenta no ZT12 (Ando et al., 2016). Assim, nossos achados juntamente com 

os dados da literatura apontam que o perfil de expressão do gene Cry1 frente à 

alimentação TR foi igualmente afetado no ZT1 entre machos e fêmeas. É 

importante salientar que, ainda que a alimentação TR tenha ocasionado 

alterações na expressão dos genes de relógio em horários semelhantes em 

machos e fêmeas, o impacto da alimentação TR no perfil de expressão dos 

genes de relógio entre machos e fêmeas foi diferente. Observamos em nosso 

estudo que a alimentação TR ocasionou, predominantemente, a abolição do pico 

de expressão dos genes. Já nos machos, a literatura demonstra que os genes 

Bmal1, Cry1 e Reverb-α respondem à alimentação TR com mudanças nos 

horários de pico bem como com redução ou aumento de expressão nos 

diferentes ZTs. Fica clara, portanto, uma diferença sexual na resposta de 

sincronização hepática ao horário da alimentação. 

No presente estudo, as ratas OVX-AD ganharam mais peso e tiveram maior 

ingestão alimentar em comparação às ratas SHAM-AD devido à redução das 

concentrações circulantes de estradiol. Já está bem estabelecido que os 

esteroides ovarianos participam de maneira importante na regulação do 

metabolismo energético e da ingestão alimentar, com repercussões na 

composição corporal e no ganho de peso (Butera, 2010; Eckel, 2000). Modelos 

de ovariectomia seguidos de reposição hormonal de estrógenos são capazes de 

reduzir o ganho de peso e adiposidade provenientes das quedas das 

concentrações plasmáticas de estradiol, o que sugere que esse hormônio seja, 

de fato, um dos responsáveis pelo controle do metabolismo energético (Asarian 
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& Geary, 2002)(López & Tena-Sempere, 2015) (Santollo & Eckel, 2008). Em 

humanos existem diferenças sexuais no padrão de acúmulo de gordura, com 

mulheres apresentando maior adiposidade subcutânea e homens, maior 

adiposidade visceral. Na menopausa, a redução das concentrações circulantes 

de estradiol contribui para uma redistribuição de gordura, com aumento de 

depósito visceral, que predispõe para doenças metabólicas (Jensen, 2008; 

Lovejoy et al., 2008; Toth et al., 2000). O estradiol atua de maneira importante 

em sítios hipotalâmicos relacionados com metabolismo energético e ingestão 

alimentar (Hart-Unger & Korach, 2011). Ele é capaz de promover uma redução 

da ingestão alimentar por meio da ação dos receptores de estrógeno do tipo alfa 

(ERα) em neurônios POMC do núcleo arqueado e ao reduzir o RNA mensageiro 

e atividade do receptor do neuropeptídeo Y (NPY) que possui atividade 

orexígena (Obici, 2009; Xu et al., 2011). Assim, o ganho de peso e aumento de 

consumo alimentar observados nas ratas OVX-AD em nosso trabalho, podem 

ser justificados pela redução das concentrações plasmáticas de estradiol. 

Observou-se que as ratas SHAM-AD apresentaram um maior consumo 

alimentar na fase de escuridão quando comparado à fase de luz, padrão 

alimentar que não foi alterado pela ovariectomia. Dessa forma, a ingestão 

alimentar das ratas OVX-AD não foi diferente daquela apresentada pelas ratas 

SHAM-AD. Esse achado é diferente do observado por outro grupo, cujos 

experimentos demonstram um efeito da ovariectomia em aumentar a ingestão 

alimentar somente durante a fase de luz em ratas da linhagem Fisher (Varma et 

al., 1999).  Nossos resultados apontam que a ovariectomia, ao ocasionar um 

aumento da ingestão alimentar, ainda que na fase de escuridão, quando o 

horário da alimentação se alinha ao horário de atividade dos animais, é capaz 

de promover um aumento no ganho de peso.  

O efeito da ovariectomia que observamos sobre o ganho de peso pode ser 

fortemente atribuído à diminuição da ingestão alimentar, uma vez que ratas 

ovariectomizadas que ingerem as mesmas quantidades de ração que as ratas 

com ovários intactos (OVX-pair-feeding), ganham peso de maneira semelhante 

às ratas intactas (Shimomura et al., 1989). Por outro lado, ratas OVX-pair-feeding 

alimentadas durante a fase de luz, apresentam maior ganho de peso corporal do 

que ratas com ovários intactos (Shimomura et al., 1989). Este efeito, embora 

apresentado de forma mais tardia (56 dias após o início do protocolo) também é 
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observado em ratas OVX-pair-feeding quando a oferta alimentar ocorre durante 

a fase de escuridão (Shimomura et al., 1989), indicando que tanto uma redução 

da ingestão alimentar quanto o horário da oferta de alimento podem contribuir 

para um menor ganho de peso corporal em ratas OVX.  

Um outro aspecto a se considerar é o de que a ovariectomia pode promover 

um ganho de peso secundário a outros fatores que não só o aumento da ingestão 

alimentar, haja visto que um outro estudo demonstrou que ratas 

ovariectomizadas, mesmo tendo acesso a mesma quantidade de ração que as 

ratas com ovários intactos, ganham mais peso. Esse ganho de peso, todavia, é 

menor do que o apresentado por ratas ovariectomizadas em regime alimentar ad 

libtum (Kitson et al., 2015). Também em camundongas, a OVX promove aumento 

de adiposidade e diminuição do gasto energético sem, contudo, influenciar a 

ingestão calórica (Rogers et al., 2009).  

No que se refere aos efeitos da alimentação TR, tanto ratas SHAM quanto 

OVX apresentaram menor consumo alimentar quando comparados àquelas em 

regime AD. Devido a essa ingestão reduzida, tanto ratas SHAM quanto OVX 

ganharam menos peso corporal durante o protocolo TR. Dessa forma, os 

hormônios ovarianos não interferiram com a redução do ganho de peso corporal 

induzido pela TR em ratas.  

Por outro lado, parece haver diferenças sexuais na resposta induzida pela 

TR sobre o ganho de peso corporal e ingestão alimentar. Em machos, a 

alimentação durante a fase de luz promove redução da ingestão alimentar, 

similar aos nossos achados em fêmeas, contudo, foram observados tanto ganho 

de peso corporal (Oishi & Hashimoto, 2018; Ramirez-Plascencia et al., 2017) ou 

nenhuma alteração do mesmo acompanhado de um aumento de adiposidade 

(Opperhuizen et al., 2016), o que sugere alterações metabólicas induzidas pelo 

horário da alimentação, que não dependem da ingestão alimentar.  Isso fica 

claro, ao compararmos o efeito da alimentação com dieta padrão ofertada na 

fase de luz ou na fase de escuridão em ratos. Ratos alimentados durante à fase 

de luz apresentam maior adiposidade do que aqueles alimentados durante a fase 

de escuridão apesar de uma ingestão alimentar exatamente igual em quantidade 

e calorias entre as fases (Reznick et al., 2013). Esse dado reforça que não só a 

dieta, mas também o horário no qual a mesma é ofertada, interfere na resposta 

metabólica. 
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Tendo em vista um aumento no ganho de peso e no consumo alimentar 

apresentados pelas ratas ovariectomizadas e pelos efeitos da alimentação TR 

em reduzir esses parâmetros, avaliamos os efeitos tanto da ovariectomia quanto 

da alimentação TR sobre as concentrações circulantes de leptina no início da 

fase de luz (ZT1) e no início da fase de escuridão (ZT12).   

A leptina é um hormônio relacionado com a saciedade e sua secreção varia 

de acordo com a massa de tecido adiposo e estado alimentar. Quando 

administrada perifericamente, ela promove redução da ingestão alimentar 

(Maffei et al., 1995). No presente trabalho, as concentrações plasmáticas de 

leptina das ratas SHAM-AD apresentaram uma redução no ZT12 em relação ao 

ZT1. Essa variação foi perdida nos demais grupos (SHAM-TR, OVX-AD e OVX-

TR), indicando que tanto a depleção dos hormônios ovarianos quanto o horário 

da alimentação parecem ser importantes para a manutenção da variação 

temporal deste hormônio. De fato, já foi demonstrado que a leptina possui um 

padrão circadiano de secreção, sendo que, em roedores seu pico acontece 

tardiamente durante a fase de escuridão tanto em machos quanto em fêmeas 

(Ahrén, 2000; Landt et al., 1998; Saladin et al., 1995). Além disso, situações de 

jejum prologado abolem seu ritmo diário de secreção (Elimam & Marcus, 2002).  

Em nosso trabalho, apesar da escassez de horários nos quais concentrações 

plasmáticas de leptina foram dosadas, observamos que no grupo SHAM-AD, 

estas concentrações estiveram mais elevadas no ZT1, ou seja, logo após findar 

o período de maior ingestão, quando comparados ao ZT12, que marca o final da 

fase de repouso onde se observou menor ingestão alimentar. Já a remoção dos 

ovários resultou na perda dessa variação temporal. A partir destes resultados, 

aventamos a hipótese de que os hormônios ovarianos funcionem como um 

possível sinalizador para o relógio biológico com o objetivo de manter a secreção 

circadiana de leptina. De fato, a ovariectomia foi capaz de anular a variação 

temporal de secreção de leptina. Interessantemente, um estudo demonstrou que 

as concentrações plasmáticas de leptina perdem a variação circadiana em 

macacas na peri e pós menopausa, diferentemente dos machos velhos que 

mantém oscilações no ritmo de leptina (Downs & Urbanski, 2006). Nossos 

resultados, somado a estas observações em macacos, indicam que os 

hormônios ovarianos são necessários para a manutenção da oscilação 

circadiana de secreção de leptina.  
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Outro dado importante é o de que as concentrações circulantes de leptina 

estão intimamente relacionadas com a ingestão alimentar de modo que, em 

humanos, um arraste de 5 horas no horário da alimentação promove, também, 

um arraste alterações no horário de aumento nas concentrações plasmáticas de 

leptina (Schoeller et al., 1997). Essa relação também é observada em 

camundongos com acesso à ração por 4 horas durante a fase de luz. Nesse 

protocolo, as concentrações circulantes de leptina apresentam um pico uma hora 

após a retirada da ração, coincidindo com o término da alimentação (Ahima et 

al., 1998). Nesse sentido, ao avaliarmos as concentrações séricas de leptina nos 

ZT1 e ZT12 das ratas em alimentação TR, esperávamos que ocorresse um 

arraste na secreção de leptina, o que significaria valores reduzidos no ZT1 em 

resposta às várias horas de jejum e valores mais elevados no ZT12 como 

consequência da ingestão alimentar durante a fase de luz. Todavia, o que 

observamos foi que a alimentação TR, tanto no grupo SHAM quanto OVX, 

ocasionou uma perda nesse padrão de secreção entre os dois horários 

estudados. Nossos achados são contrários ao observado em machos, onde 

animais com dieta padrão em regime ad libtum não apresentam oscilações nos 

valores de leptina no decorrer das 24 horas (Opperhuizen et al., 2016; Reznick 

et al., 2013) e ratos expostos à alimentação restrita à fase de luz, apresentam 

oscilações nas concentrações circulantes de leptina, estando as mesmas 

elevadas no final da fase de luz, no ZT9, e reduzidas no final da fase de escuridão 

(Opperhuizen et al., 2016). Embora nosso estudo não tenha mostrado um efeito 

da ovariectomia sobre a alteração da secreção promovida pela TR, os resultados 

encontrados em conjunto com os da literatura, apontam para uma diferença 

sexual nos efeitos da alimentação TR sobre as concentrações circulantes de 

leptina.  

No que se refere ao metabolismo glicídico, sabe-se da importância do 

fígado como um órgão de controle glicêmico já que participa do balanço da 

quantidade de glicose que entra e que é removida da circulação (la Fleur et al., 

2001). Os estrógenos, por sua vez, tem como um dos seus efeitos sobre o 

metabolismo, a redução da gliconeogênese e um aumento da síntese de 

glicogênio hepático, medidas que resultam em redução da glicose sanguínea 

(Bryzgalova et al., 2006). Já foi reportado que a atividade transcricional de ER-𝛼 

no fígado varia durante o ciclo estral, sendo mais elevada durante o proestro 
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devido às concentrações circulantes aumentadas de estrógenos (Ciana et al., 

2003) e ainda, que  as concentrações sanguíneas de glicose oscilam de maneira 

circadiana (Poggiogalle et al., 2018). Nesse contexto, avaliamos a resposta de 

ratas NAIVE, ou seja, anteriormente às cirurgias SHAM e de ratas 

ovariectomizadas ao teste de tolerância à glicose (ipTTG) em dois horários, no 

ZT1 e ZT13. As ratas NAIVE apresentaram uma melhor resposta ao teste de 

tolerância à glicose quando desafiadas no ZT13 em comparação ao ZT1 

conforme menores valores de área sob a curva no ZT13. Esse resultado é similar 

ao observado em ratos machos que apresentam menor incremento nos valores 

glicêmicos quando submetidos a um teste de tolerância à glicose no ZT14, início 

da fase escura, em relação ao ZT2 (la Fleur et al., 2001). Quando submetemos 

as ratas ovariectomizadas, ao ipTTG, todavia, elas apresentaram a mesma 

resposta nos dois ZTs, o que resultou na perda da diferença temporal. 

Comparamos, também, as respostas das ratas NAIVE e das ovariectomizadas 

ao ipTTG nos dois horários. Não houve diferença entre os grupos no ZT1, 

contudo, no ZT13 os animais OVX apresentaram uma pior resposta, com maior 

área sob a curva.  

Na mesma direção de nossos achados, os estudos apontam que a 

ovariectomia em ratas promove aumento dos valores glicêmicos de jejum que 

está relacionado à resistência à insulina (Rogers et al., 2009; Weigt et al., 2015) 

e que camundongas ovariectomizadas e submetidos à dieta rica em gordura 

também demonstram piora na resposta ao ipTTG (Stubbins et al., 2012). Além 

disso, a reposição de estradiol favorece a sensibilidade à insulina devido a 

melhora em mecanismos de translocação de GLUT4 (Kawakami et al., 2018). 

Assim, nossos dados em conjunto com a literatura demonstram uma contribuição 

dos hormônios ovarianos para um adequado metabolismo da glicose.   

Tendo em vista que em ratos o jejum durante a fase de inatividade pode 

prevenir a obesidade e a resistência à insulina (Chaix et al., 2014; Eckel-Mahan 

et al., 2013) e que no estudo em questão as ratas submetidas ao protocolo de 

TR alimentaram-se durante a fase de inatividade, realizamos um outro teste de 

tolerância à glicose para averiguar se esse parâmetro metabólico estaria 

alterado ao final dos 21 dias de alimentação TR. Com objetivo de respeitar o 

jejum imposto pelo protocolo de alimentação TR, o TTG foi realizado no ZT1 e 

observou-se que ratas OVX-TR apresentaram uma pior resposta ao teste em 
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relação às ratas OVX-AD. Essa piora da resposta no grupo com alimentação TR 

pode ser justificada por um possível desajuste metabólico em consequência da 

ingestão do alimento em horário considerado inadequado, já que os estudos 

indicam que indivíduos que trabalham em turnos ou animais submetidos a 

protocolos de trabalho diurno ou exposição à alimentação durante a fase de luz 

apresentam maiores chances de desenvolver ganho de peso, dessincronização 

do relógio periférico e resistência à insulina (Arble et al., 2009; Fonken et al., 

2010; Manoogian & Panda, 2017; R. Salgado-Delgado et al., 2008). Além da 

piora no ipTTG, observamos em nosso trabalho que a alimentação TR alterou a 

expressão hepática de genes de relógio. Essas alterações podem se relacionar 

com a piora na resposta ao ipTTG porque a literatura aponta uma importante 

participação do relógio hepático no controle glicêmico. Um estudo demonstrou 

que valores de RNAm aumentados de Cry1 no fígado na transição da fase de 

escuridão para a fase de luz estão relacionados com uma inibição das ações 

estimulatórias do glucagon sobre a gliconeogênese de modo que a super 

expressão de Cry1 em animais db/db (deficientes de receptor de leptina) 

proporciona uma redução da glicemia de jejum e melhora da sensibilidade à 

insulina (E. E. Zhang et al., 2010). Além disso, animais nocautes para Bmal1 no 

fígado não apresentam um aumento típico na glicemia de jejum no início da fase 

de atividade, o que é acompanhado de uma perturbação da expressão rítmica 

do transportador hepático de glicose, GLUT2 (Ando et al., 2016). 

Em virtude das diferentes respostas ao ipTTG e da perda da secreção 

temporal de leptina impostos tanto pela ovariectomia quanto pela alimentação 

TR, avaliamos a expressão dos genes  Ppar-α e TRB-3 relacionados, 

respectivamente, com o metabolismo lipídico e glicídico do fígado (Du et al., 

2003; Koo et al., 2004; Trefts et al., 2017). 

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma alfa (Ppar-α) são 

receptores nucleares conhecidos como moduladores centrais da transição do 

estado alimentado para o jejum pois induzem a oxidação lipídica pra ser usada 

como substrato energético no estado de jejum, quando estimulam, também, a 

gliconeogênese (Kersten, 2014; Preidis et al., 2017). Em nossos achados, a 

expressão do Ppar-α foi maior no ZT1 tanto nas ratas SHAM-AD quanto nas 

SHAM-TR quando comparado ao ZT12. Este padrão foi mantido no grupo OVX-

AD e no grupo OVX-TR. Isso significa que restringir o horário da alimentação 
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não altera a variação de expressão do Ppar-α, independentemente do estado 

hormonal. Tendo em vista o efeito protetor dos hormônios ovarianos sobre o 

metabolismo lipídico evidenciado por um estudo que demonstrou redução na 

expressão de Ppar-α concomitantemente com aumento dos valores hepáticos 

de triacilglicerol em ratas após 8 semanas de ovariectomia (Paquette et al., 

2008), esperávamos, em nosso trabalho, que o perfil de expressão de Ppar-α 

fosse alterado pela ovariectomia, o que não foi confirmado. Ademais, em 

machos, o Ppar-α é um gene de maior expressão diurna em diferentes tecidos, 

sendo que seu pico de expressão no fígado de animais em regime alimentar ad 

libtum acontece no ZT12 (Yang et al., 2006). Neste sentindo, o presente trabalho 

demonstrou que em fêmeas o perfil temporal de expressão deste gene é 

diferente dos machos. Além disso, a resposta deste gene no fígado ao horário 

da alimentação entre machos e fêmeas parece ser diferente, uma vez que ratos 

submetidos ao protocolo de alimentação restrita à fase de luz mostram um 

arraste de 12h no pico de expressão de Ppar-α quando comparado com a dos 

animais submetidos à dieta restrita à escuridão (Opperhuizen et al., 2016). A 

resposta reportada em machos parece ir de encontro com a função metabólica 

deste fator de transcrição. Sabe-se que agonistas sintéticos de Ppar-α são 

capazes de reduzir os valores de triglicérides (Staels et al., 1998) e a expressão 

do gene Ppar-α está aumentada em camundongos durante o jejum como 

resposta à necessidade aumentada da oxidação lipídica no fígado nessa 

condição (Kersten et al., 1999).  

A proteína TRB-3 é uma pseudo-quinase da família tribble, e quando 

aumentada, se relacionam a lipotoxicidade presente em doenças como diabetes 

mellitus do tipo 2 (Ren et al., 2019; Wang et al., 2009). Tal qual a expressão de 

Ppar-α , a do gene TRB-3  também é induzida no fígado pelo jejum, promovendo 

o aumento da lipólise (Du et al., 2003; Qi et al., 2006).  No presente estudo, ratas 

SHAM-AD apresentaram valores aumentados de RNA m do gene TRB-3 no ZT1 

quando comparado ao ZT12. Foi encontrada a mesma variação temporal de 

expressão nas ratas nos demais grupos estudados. Dessa forma, nem a dieta 

em tempo restrito, nem a ovariectomia foram capazes de alterar o padrão de 

expressão de TRB-3. Uma vez que a expressão gênica de TRB-3 é induzida no 

fígado pelo jejum, era esperado que a alimentação restrita à fase de luz afetasse 

a expressão de TRB-3 no ZT1. No entanto, isso não foi observado. Além disso, 
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a elevação da expressão de TRB-3 está relacionada com o desenvolvimento de 

resistência à insulina porque sua super expressão é capaz de aumentar a 

gliconeogênese (Du et al., 2003; Koo et al., 2004). Assim, esperava-se que no 

protocolo de alimentação em tempo restrito nas ratas OVX, situação na qual as 

quantidades de glicose circulantes foram mais elevadas durante o ipTTG do que 

das ratas ad libtum, os valores de expressão desse gene estivessem 

aumentados, o que também não foi demonstrado. Ademais, haja visto a perda 

da diferença temporal na resposta ao teste de tolerância à glicose nos animais 

OVX, esperava-se uma alteração deste fator de transcrição, o que também não 

foi observado. Assim, a piora da resposta ao ipTTG observada pelos animais 

OVX-TR não foram mediados por alterações na expressão de TRB-3, nem 

tampouco os valores de RNAm do gene Ppar-α responderam às alterações 

hormonais e à nova rotina alimentar.  
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9. CONCLUSÃO 

 

Os hormônios ovarianos não influenciam a resposta do relógio hepático à 

alimentação em horário restrito uma vez que as alterações ocasionadas pela TR 

foram similares nas ratas SHAM e OVX. Os hormônios ovarianos, no entanto, 

mais precisamente o estradiol, parecem contribuir para a manutenção dos 

valores de mRNA dos genes de relógio do fígado de forma horário-do-dia 

específico, uma vez que a ovariectomia aumentou a expressão dos genes de 

relógio no ZT1 e a reposição com estradiol reverteu esse aumento. Além disso, 

os hormônios ovarianos também se mostraram importantes para a homeostase 

da glicose, uma vez que a ovariectomia aboliu a variação temporal da reposta 

ao ipTTG e a falta dos hormônios ovarianos somada à alimentação TR levaram 

a uma menor tolerância à glicose. Estes resultados, em conjunto, contribuem 

para o entendimento das alterações metabólicas geradas pela diminuição ou 

ausência dos hormônios ovarianos, como por exemplo, um maior ganho de peso 

corporal e um comprometimento do metabolismo da glicose observados durante 

a menopausa. 
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11.  ANEXOS 

 

Tabela 2. Análise de Fourier dos genes de relógio. 

   

Per1   

Sham AD F= 6,52 p= 0,007 

Sham TR F= NaN p= NaN 

OVX AD F= NaN p= NaN 

OVX TR F= 12,93 p= 0,000 

Bmal1   

Sham AD F= 5,3 p= 0,016 

Sham TR F= NaN p= NaN 

OVX AD F= 7,08 p= 0,005 

OVX TR F= 12,95 p= 0,0002 

Reverb-α   

Sham AD F= 24,94 p= 8,8x10-6 

Sham TR F=9,70 p= 0,001 

OVX AD F= 7,29 p= 0,004 

OVX TR F= 4,13 p= 0,03 

Cry1   

Sham AD F= 8,79 p= 0,002 

Sham TR F= NaN p= NaN 

OVX AD F= 4,22 p= 0,032 

OVX TR F= 3,82 p= 0,041 

Cry2   

Sham AD F= 4,10 p= 0,033 

Sham TR F= NaN p= NaN 

OVX AD F= 4,09 p= 0,03 

OVX TR F= NaN p= NaN 

  

 

 

 


