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Resumo 
O comportamento alimentar de uma espécie é determinado por um conjunto de 
características filogenéticas, ontogenéticas, e epigenéticas, e regulado por fatores 
internos e externos ao organismo. Os fenômenos naturais que regem a vida no 
nosso planeta são periódicos em sua maioria, e a oferta de alimentos não é 
exceção. Cada safra é seguida de uma entressafra, e este ritmo sincroniza diversos 
outros ritmos, exógenos e endógenos, capazes de determinar a sobrevivência de 
espécies. Uma das estratégias adaptativas mais primitivas e bem sucedidas na 
dinâmica oscilatória da natureza, é o acúmulo de reservas. Nossa espécie, nos 
últimos 50 anos, vive uma situação de grande oferta de alimentos, período este 
extremamente pequeno, se visto sob a ordem de grandeza da evolução humana. 
Este fenômeno tem sido determinante na prevalência do depósito de energia e em 
decorrência, do surgimento da obesidade e suas consequentes patologias. O 
hipotálamo está intimamente associado à homeostase energética e ao 
comportamento alimentar. No núcleo arqueado hipotalâmico encontram-se 
populações neuronais orexigênicas e anorexigênicas, dentre as quais, as que 
expressam os neuroreceptores POMC, NPY e o substrato de receptor de insulina 
IRS2. A modificação da expressão destas proteínas tem sido associada à alterações 
do comportamento alimentar, bem como à impressão e programação metabólica, 
capazes de induzir obesidade em ratos adultos. A correlação desta circuitaria 
neuronal com o comportamento alimentar, porém, ainda não está suficientemente 
compreendida. A detecção do estado de fome-saciedade nos ratos, fundamental no 
estudo da neurofisiologia relacionada ao comportamento alimentar, vem sendo 
obtida via de regra, por meio de procedimentos complexos de observação 
comportamental. O presente estudo contribui para o conhecimento de padrões de 
alimentação determinados por condições nutricionais, e sua relação com a 
expressão neurofisiológica hipotalâmica dos neurônios POMC, NPY e IRS2. 
Utilizando o modelo de programação metabólica de Plagemann (1999) obtivemos 
animais com 25% de sobrepeso em relação aos animais controle, hiperfágicos, e 
com padrões de tamanho e ritmo circadiano de refeição, distintos. Apesar dos níveis 
hormonais elevados de leptina (>100%, p<0,001) e insulina (>90%, p<0,05) em 
relação ao grupo controle, estes animais apresentaram baixa expressão no estado 
de fome, e alta expressão, na saciedade, de NPY hipotalâmico, sugerindo que o 
POMC estaria mais comprometido, a longo prazo, com a regulação do ritmo 
alimentar. A hiperinsulinemia e hiperleptinemia plasmática associada à reduzida 
expressão de POMC e IRS2 no ARC, corroboraram esta conclusão. Demonstramos 
também padrões de alimentação distintos. O método de registro da alimentação, 
baseado no som da roída foi validado como excelente, pelos registros obtidos nos 
vídeos, e mostrou-se eficiente. Quando os estados de fome-saciedade foram 
discriminados nos grupos controle e sobrepeso, os resultados da expressão 
hipotalâmica dos neuroreceptores estudados se mostraram associados aos 
particulares padrões de alimentação. 
 
Palavras-chave: programação metabólica, hipotálamo, obesidade, hiperfagia, 
neuropeptídeo Y, receptor de insulina substrato 2, pró-ópiomelanocortina, 
comportamento alimentar, ritmo circadiano. 
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Abstract 
The feeding behavior of a specie is determined by a group of phylogenetic, 
ontogenetic, and epigenetic features, and regulated by internal and external factors 
to the organism. The natural phenomena that govern life in our planet are mainly 
periodic, and the food stocks is not an exception. Each harvest is followed by a time 
between harvests, and this rhythm synchronizes other several exogenous and 
endogenous rhythms, capable of determining the survival of species. One of the 
most primitive strategies of adaptative evolution of species, and what usually 
happens regarding the oscillatory dynamics of nature, is the reserve accumulation. 
Our species, in the last 50 years, has been living a situation of great food offer, such 
period is extremely small if analysed under the greatness order of the human 
evolution. This phenomenon has been decisive in the prevalence of the energy 
deposit and, in consequence, determining the appearance of obesity and its 
consequent pathologies. The hypothalamus is intimately associated to the energy 
homeostasis and the feeding behavior. In the arcuate nucleous are orexigenic and 
anorexigenic neuronal populations, that express the neuroreceptors POMC, NPY and 
insulin receptor substratum IRS2. The modification of these proteins expression, has 
been associated to alterations of the feeding behavior, as well as to the metabolic 
imprinting and programming, capable to induce obesity in adult rats. The correlation 
of this neuronal circuits with the alimentary behavior, however, it is not yet sufficiently 
understood. The detection of the hunger-satiation state in the rat, crucial in the 
neurophysiology studies related to the alimentary behavior, has been obtained 
through complex procedures of behavioral observation. The present study 
contributed to the knowledge of certain feeding patterns for nutritional conditions, and 
its relationship with the neurophysiological expression of POMC, NPY and IRS2 
neurons. Using the metabolic programming model of Plagemann (1999) animals with 
25% of overweight in relation to the control animals were obtained, hyperphagics, 
and with different size patterns and meal circadian rhythm. In spite of the high 
hormonal levels of leptin (>100%, p < 0,001) and insulin (>90%, p < 0,05) in relation 
to the control groups, these animals presented low expression in the hunger state, 
and high expression in the satiation of hypothalamic NPY, suggesting that POMC 
would be more committed, in the long term, with the regulation of the feeding rhythm. 
The hyperinsulinemia and plasmatic hyperleptinemia associated to the reduced 
POMC and IRS2 expression in the ARC, corroborated this conclusion. We also 
demonstrated different feeding patterns. The feeding registration method, based on 
the gnaw sound was validated as excellent, when comparedto a gold pattern, the 
registrations obtained in the videos, and it were considered efficient. When the 
hunger-satiation states were discriminated in the control and overweight groups, the 
results of the hypothalamic neuroreceptors expression studied showed association to 
the feeding patterns. 
 
Key Words: metabolic programming, hypothalamus, obesity, hyperphagia, 
neuropeptide Y, insulin-receptor substratum 2, pro-ópiomelanocortin, feeding 
behavior, circadian rhythm 
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Introdução 
Cada espécie evolui no sentido de explorar com eficiência seu nicho 

ecológico, obtendo a energia necessária para sua sobrevivência, com o menor 

esforço possível. Indivíduos são selecionados para contribuir com o genoma de 

uma população quando, por mudanças ambientais relativamente bruscas, 

superam seus desafios com mais eficiência. Uma floração em época diferente, 

uma praga que provoca a redução da oferta de alimento, o surgimento de um 

novo competidor ou predador, são tipos de situações que podem evidenciar 

estratégias adaptativas. 

O comportamento alimentar e nutricional de uma espécie, é exemplo 

desta adaptação, que por sua vez é determinada por um conjunto de 

características filogenéticas, ontogenéticas, e epigenéticas, e regulada por 

fatores internos e externos aos organismos. Sabor dos alimentos, teor nutritivo, 

temperatura, crenças sociais, são alguns dos fatores compreendidos como 

externos. Os fatores internos incluem os neurotransmissores, os hormônios, a 

formação de metabólitos, os sistemas de reserva e receptores sensoriais. Este 

complexo de centros nervosos e vias metabólicas atua, em algumas situações, 

como catalisador, em outras, como inibidor, procurando adaptar o organismo 

às suas necessidades energéticas diante de alterações do meio ambiente. A 

ação de alguns destes sistemas reguladores é refletida em mudanças abruptas 

no comportamento alimentar e nutricional, que podem ou não se tornar 

crônicas, em função da manutenção das condições ambientais, ou alterações 

mais profundas no próprio organismo. 

Nossa espécie, nos últimos 50 anos vive uma situação de grande oferta 

de alimentos. É um fenômeno extremamente recente, se visto sob a 

perspectiva da evolução humana. Sempre convivemos com uma oferta de 

nutrientes bem abaixo do que temos hoje. A industrialização dos alimentos 

dispôs nas prateleiras dos supermercados, uma enorme e sedutora variedade 

de sabores e texturas, colocando à prova a capacidade dos nossos sistemas 

reguladores, em nos manter equilibrados. 

Uma estratégia adaptativa a novas situações ambientais, primitiva e 

muito bem sucedida, visto que é adotada por diversos filos do reino animal e 

vegetal, é o acumulo de reservas. Quando exposto à algum tipo de stress o 
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organismo, antevendo situações futuras, acumula reservas energéticas. O 

excesso de oferta de alimentos, também é um sinalizador para este acumulo. 

Nosso planeta impõe ritmos sazonais à maioria das espécies, principalmente 

com relação à estoques de alimentos. Alterações em florações, provocadas por 

mudanças climáticas, por exemplo, geram mudanças no consumo de 

pastagem, pois as espécies precisam acumular energia para sobreviver ao 

período de entressafra. Mesmo os animais onívoros, ou com dieta variada, são 

sensibilizados, direta ou indiretamente, por este tipo de variação, que sempre 

atua de modo sistêmico. No nosso caso, parece que interpretamos os “novos 

tempos” como um pico de oferta de alimentos, que nos induz ao acumulo de 

reservas. Porém nosso estágio evolutivo, formado nos últimos milhões de anos, 

ainda não nos permite interpretar de modo correto, este novo ritmo, sem 

entressafras, nos levando, em última conseqüência, ao desequilíbrio do 

balanço energético. O indivíduo bem sucedido de outrora, capaz de acumular 

mais reservas, hoje está exposto a uma série de patologias derivadas da 

obesidade. 

Pompeu (1999) discute a inferioridade social e existencial, causada pela 

frustração dos indivíduos em não alcançarem os padrões estéticos impostos, o 

que certamente funciona como fator de seleção natural para possíveis 

características genéticas associadas à obesidade. 

Assim, a casualidade e o tratamento da obesidade são 

multidimensionais, visando tanto o aumento do gasto energético, quanto o 

equilíbrio qualitativo e quantitativo da dieta alimentar, de acordo com as 

características do indivíduo, como biótipo, atividades, etc, sendo que a 

prevenção da obesidade depende da promoção de uma vida saudável, que 

integre estas dimensões (Sichieri et al., 2000). 

Os órgãos de saúde pública, independente das condições econômicas 

dos seus países, tem desenvolvido guias para prevenir doenças metabólicas e 

cardiovasculares, e em todos, o controle da alimentação é um dos pilares (NIH, 

2004). Neste aspecto, o estudo do comportamento alimentar e nutricional 

ganha importância sem precedente na história da humanidade. 

O crescente estudo de hormônios reguladores do metabolismo 

energético nos últimos anos, reflete a importância que a ciência tem dado à 

esta perspectiva (Ahima & Antwi, 2008; Bouret & Simerly, 2007; Flier, 2006; 
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Flier, 2004). O presente estudo associa ritmos circadianos da alimentação com 

a expressão neurofisiológica de alguns receptores hormonais. 

Sabemos que a regulação do apetite é um processo complexo, que 

envolve percepção central e periférica, e vias de transmissão de naturezas 

diversas (Kurose et al, 2005). As vias neuronais que participam deste processo 

podem ser sinalizadas por diversas proteínas, tanto no aumento quanto na 

redução da fome (Chapman et al., 1998), e o hipotálamo é um centro 

integrador da ação dos nutrientes através de suas ligações com a região da 

ínsula (Poulin & Timofeeva, 2008; Oomura et al., 2006), e também modula o 

processo de fome-saciedade através de neuroreceptores e hormônios do 

sistema digestório (Obici et al., 2002; Porte et al., 2002; Wilding, 2002; 

Erlanson-Albertsson, 2005). 

Os neuroreceptores hipotalâmicos que participam da regulação do 

apetite são classificados em dois grandes grupos: Orexigênicos, quando estão 

associados ao estímulo da ingestão alimentar, e Anorexigênicos, associados à 

inibição do apetite. Eles participam da sinalização e manutenção da 

homeostase energética, e estão relacionados com a cicuitaria neuronal atuante 

na modulação do comportamento alimentar em curto e longo prazos (Flier & 

Maratos-Flier, 1998; Friedman & Halaas, 1998; Elmquist et al., 1999; Hols & 

Schwartz, 2004). 

Foi demonstrado recentemente que os hormônios do sistema digestório 

integram a complexa rede de sinais de fome, com a participação da grelina e 

da galanina, e de sinais de saciedade, com a participação da colecistoquinina 

(CCK), peptídeo similar ao glucagon-1 (GLP-1), oxintomodulina e enterostatina, 

que são liberados em resposta à ingestão alimentar, além de controlarem a 

duração da refeição. Alguns autores afirmam que os sinais de saciedade atuam 

inibindo a expressão de sinais de fome (Thim et al., 1998; Harrold, 2004; 

Erlanson-Albertson, 2005). O fato de alguns destes hormônios estarem 

associados a eventos de curta duração, como uma refeição, nos leva a crer 

que sua expressão, seja no hipotálamo ou em tecidos do sistema digestório, 

ocorra em momentos críticos, dependentes do estado metabólico do organismo 

estudado, portanto, a definição precisa do estado de fome-saciedade de um 

organismo se faz necessária, quando se deseja estudar o efeito de 
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determinadas alterações de hormônios gastrointestinais, ou neuroreceptores 

associados. 

Estudos iniciais sobre o hipotálamo, envolvendo estímulos e lesões de 

diversas áreas, fundamentaram sua importância nos processos envolvidos na 

ingestão alimentar e balanço energético dos organismos superiores (Kennedy, 

1950). A princípio supôs-se que o controle alimentar estava organizado em 

centros específicos da fome e da saciedade, mas considera-se hoje que 

circuitos neurais mais complexos gerem respostas a estímulos integrados por 

conexões aferentes, neurais ou humorais, relacionadas a diversas informações 

endógenas e ambientais. (Woods et al., 1998; Williams et al., 2001). 

O hipotálamo está situado na base do cérebro, ao redor do terceiro 

ventrículo, no centro do diencéfalo. Liga o sistema nervoso central ao sistema 

endócrino, e está relacionado com diversas funções autônomas e 

comportamentos vitais à sobrevivência dos mamíferos, como a atividade 

sexual, o comportamento de fuga e caça, a temperatura corporal, a sede a 

fome e a saciedade, além de regular e sincronizar diversos relógios biológicos. 

É formado por mais de 40 núcleos, sendo o núcleo arqueado (ARC) um dos 

mais associados à homeostase energética (Berthoud, 2002; Murphy & Bloom, 

2004). O núcleo supraquiasmático, principal responsável pelo controle dos 

ritmos circadianos nos mamíferos, situa-se também próximo ao terceiro 

ventrículo, em posição imediatamente anterior ao ARC e se comunica com ele 

por vias axonais (Bhumbra et al., 2005; Yi et al, 2006), caracterizando a 

importância da relação funcional destes dois centros hipotalâmicos (figura 1) 

O ARC envolve parte da base do terceiro ventrículo, apresentando 

neurônios nos dois hemisférios cerebrais. No hipotálamo, a barreira hemato-

encefálica que circunda os capilares é fenestrada, o que permite a passagem 

de hormônios e neurotransmissores presentes na circulação sanguínea e no 

liquor encefálico. 
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Figura 1 – Esquema da citoarquitetura do núcleo arqueado, com a distribuição 
espacial de alguns dos seus quarenta núcleos. O núcleo arqueado (ARC) 
encontra-se no canto inferior esquerdo, margeando o terceiro ventrículo (3V). A 
zona lateral hipotalâmica (LHA) esta delimitada por uma linha tracejada, e o 
núcleo paraventricular (PVN) encontra-se no canto superior esquerdo. Na 
extremidade superior no ARC, podemos ver uma parte do núcleo 
supraquiasmático (SCn). (fonte: Berthoud et al., 2002) 
 

Os circuitos alimentares neuronais no rato desenvolvem-se durante a 

vida neonatal, porém permanecem estrutural e funcionalmente imaturos até a 

terceira semana de vida (Bouret & Simerly, 2007). As projeções do ARC para o 

hipotálamo dorsomedial estão estabelecidas entre o 5º e o 6º dia pós-

nascimento (DPN) e a maturação é alcançada por volta do 12º dia. A projeção 

do ARC para o núcleo paraventricular (PVN) acontece relativamente tarde, em 

torno do 9º DPN, e as projeções para o hipotálamo lateral parecem se 

estabelecer no 12º DPN e maturar no 16º DPN (Bouret et al, 2004) 

Podemos distinguir duas populações primárias de neurônios no ARC, 

envolvidas na integração de sinais do estado nutricional (Elias et al., 1998). 

Neurônios anabólicos, que, quando ativados, promovem o aumento da 

ingestão alimentar, a diminuição do gasto, e a conseqüente estocagem 

energética. Esses neurônios co-expressam os neuropeptídeos orexigênicos: 

NPY e AgRP (Broberger et al., 1998), e são inibidos na medida em que os 

níveis de leptina e insulina se elevam. A ativação dos neurônios catabólicos 



{ PAGE   \* MERGEFORMAT } 
 

libera os neuropeptídeos anorexigênicos POMC e CART (Elias et al., 1998; 

Elias et al., 1999), que também são sensíveis à oscilações da concentração de 

leptina e insulina (Niswender et al., 2004; figura 2). 

 

 
Figura 2 – Esquema de integração funcional de neurônios anabólicos e 
catabólicos na regulação da homeostase energética, e respectiva expressão 
dos neuropeptídeos no núcleo arqueado (fonte: Niswender et al., 2004). 
 

Dessa forma, supõe-se que quando os neurônios NPY/AgRP são 

inibidos, os neurônios POMC/CART são ativados (Grove & Smith, 2003), 

mediando a ação da insulina e da leptina no hipotálamo (Barker, 1995; Fisher 

et al., 1999; Meister, 2000; Bjorbaek et al., 1997; Proulx et al., 2002; Pinto et 

al., 2004; Coppari et al., 2005; Munzberg & Myers, 2005). Estes estímulos 

gerariam respostas complexas, reguladas por projeções neuronais que também 

integrariam sinais periféricos do processo fome-saciedade (Baskin et al., 1999; 

Wauters et al., 2000; Benoit et al., 2002; Smith & Grove, 2002; Grove & Smith, 

2003; Niswender et al., 2004; Pinto et al., 2004; Kurose et al., 2005). 

Em relação aos hormônios, sabemos que a leptina, produto do gene 

obese (ob) expresso principalmente pelo tecido adiposo (Zhang et al., 1994), 

envolve-se diretamente com o controle do processo de fome-saciedade. A 

concentração de leptina circulante no sangue é diretamente proporcional aos 
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estoques de gordura (Maffei et al., 1995, Considine et al., 1996) e reflete tanto 

os estoques energéticos quanto a ingestão alimentar (Ahima et al., 1998; 

Remmers et al., 2008). Por exemplo, a injeção encefálica e humoral de leptina, 

induziu a redução na ingestão alimentar e aumento no gasto energético em 

camundongos nocaute para o gene ob (ob/ob), normalmente obesos e 

hiperfágicos, comprovando o papel deste hormônio na homeostase energética 

(Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Friedman & Halaas, 1998; Wynne 

et al., 2005). Outros estudos demonstraram que uma replicação deficiente do 

gene ob também pode afetar o peso corporal (Coleman, 1978; Wynne et al., 

2005). Ainda, a restrição alimentar induzida por alguns dias, provoca supressão 

dos níveis de leptina sérica, que voltam ao normal com a normalização da dieta 

(Maffei et al., 1995), pela administração de insulina exógena (Saladin et al., 

1995) ou de leptina (Ahima et al., 1998). 

A leptina possui receptor transmembrânico específico (Tartáglia et al., 

1995) e apresenta múltiplas isoformas (Tartaglia, 1997). A isoforma Ob-Rb 

apresenta um longo domínio intracelular, onde se ligam as proteínas JAK2 

(Janus quinase 2) (Lee et al., 1996) e STAT3 (fator de transdução e ativação 

de transcrição 3) (Vaisse et al., 1996), estabelecendo assim a ativação da via 

JAK/STAT (Wilding, 2002). 

O receptor Ob-Rb é primariamente expresso no hipotálamo, em 

particular no ARC, mas também no PVN, no hipotálamo ventromedial (VMH), 

DMH e LHA (Elmquist et al., 1999, Wilding, 2002). No ARC, o RNAm de Ob-Rb 

é expresso por neurônios NPY/AgRP (Mercer et al., 1996) e pelos neurônios 

POMC (Cheung et al., 1997). Segundo alguns autores, os neurônios 

orexigênicos NPY/AgRP são inibidos pela leptina e ativados em menores 

concentrações desta proteína (Schwartz et al., 1996; Elias et al., 1999). É 

sabido também que a leptina ativa neurônios anorexigênicos, como o POMC 

(Cowley et al., 2001). 

Foi demonstrado que roedores em jejum e camundongos ob/ob, ambos 

caracterizados por redução de leptina sérica, apresentam RNAm de POMC 

hipotalâmico reduzido, que pode ser normalizado pela administração de leptina 

exógena (Mizuno et al., 1998). Como inibidora da expressão de neurônios 

orexigênicos, provoca aumento de RNAm de NPY e AgRP hipotalâmicos 

nestes mesmos animais (Ahima et al., 1996; Balthasar et al., 2004). 
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Também a insulina, que é classicamente reconhecida pelo seu papel no 

controle glicídico e da homeostase energética, bem como a leptina, tem níveis 

proporcionais à quantidade de gordura corporal total no organismo (Porte et al., 

2002). 

Vários estudos tem indicado o hiperinsulinemismo perinatal da prole de 

mães diabéticas durante a gestação, como indutor da desorganização 

permanente dos núcleos hipotalâmicos, gerando animais com sobrepeso e 

susceptibilidade aumentada ao diabetes melitus quando adultos (Gamallo et 

al., 1989; Rohner-Jeanreneud & Jeanrenaud, 1997; Plagemann et al., 1998a; 

Plagemann et al., 1998b; Harder et al., 1999). Desta forma, níveis anormais de 

insulina ou leptina em períodos críticos do desenvolvimento podem causar 

anomalias no desenvolvimento das projeções neuronais hipotalâmicas, 

provocando, a longo prazo, desequilíbrios na regulação da homeostase 

energética (Grove & Smith, 2003) 

Harder e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento exógeno 

com insulina, diáriamente, do 8º. ao 11º. DPN em ratos, leva à síndrome 

metabólica persistente na vida adulta, comprovando que a hiperinsulinemia 

pode influenciar à longo prazo, o peso corporal.  

Wynne e colaboradores (2005) demonstraram o papel da insulina no 

controle endógeno do apetite, associando o aumento da insulina circulante com 

a hipoglicemia e com o aumento da ingestão alimentar. No SNC, a insulina 

atua como sinal anorexigênico. A injeção intraventricular de insulina em 

roedores, resulta em diminuição da ingestão alimentar e causa diminuição no 

peso corporal, se administrada por períodos superiores à uma semana (Ikeda 

et al., 1986). Injeções de insulina no PVN também provocam o mesmo efeito 

(Wynne et al., 2005) 

Modificações da expressão dos neurônios hipotalâmicos POMC e NPY 

no ARC tem sido associadas a alterações do comportamento e consumo 

alimentar em ratos, e vem despertando o interesse em estudos dessa natureza 

(Valassi et al., 2008; Dziedzic et al., 2007; Higuchi et al., 2008; Sanchez et al., 

2008; Wang et al., 2008). 

Contudo, a associação da estrutura hipotalâmica com o comportamento 

alimentar continua a ser pouco entendida. A detecção do estado de fome-

saciedade em animais como ratos, não é tarefa trivial, e vem sendo obtida via 
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de regra, por meio de procedimentos complexos de observação 

comportamental. Baseiam-se em diferentes sensores, que em última análise, 

medem a “intenção” do animal se alimentar, ou o ato da alimentação 

propriamente dito. Gaiolas de esteira, células de força no piso da gaiola, 

sensores infravermelhos registrando o acesso do animal ao comedouro, 

câmeras de vídeo, e até radiotransmissores intraperitoneais são usados 

(Landry & Mistlberger, 2007). Esses métodos de registro alimentar baseiam-se 

na reprodução dos ritmos circadianos dos animais, independente de fatores 

reguladores externos. Landry & Mistlberger (2007) observaram uma correlação 

entre a atividade locomotora dos ratos precedente às refeições, com picos 

coincidentes aos do início do consumo de ração, que se reproduziu cinco dias 

seguidos após a retirada do alimento. Este movimento locomotor antecipatório  

às refeições (FAA, do inglês Food Anticipatory Activity) é usado por diversos 

outros autores para estudos envolvendo o comportamento alimentar em ratos 

(Mendoza et al., 2005; Landry et al., 2007b; Sheward et al., 2007; Kaur et al., 

2008) 

O fato da alimentação se reproduzir em períodos conhecidos, permite a 

determinação do estado de fome-saciedade de um rato, pelo comportamento 

alimentar dos dias anteriores ao da aferição do ritmo das refeições, com 

precisão aceitável para o estudo de variações hormonais circadianas, desde 

que se disponha de um método com acuidade suficiente para determinar o 

início e o fim das refeições. Alguns autores tem observado entretanto 

dissociação entre o FAA e os ritmos circadianos, relativizando desta forma o 

uso deste indicador de consumo alimentar (De Groot et al., 2004; Honma et al., 

1983; Lax et al., 1999;Van Dijk & Strubbe, 2003; Sederholm et al., 2002). 

A abordagem do hábito alimentar como um conjunto de eventos 

distribuídos no transcorrer do tempo e que obedecem a um padrão 

estabelecido, começou a ser estudado há pouco tempo (Schibler et al., 2003; 

Froy, 2007; Mendoza et al., 2008). É sabido que os ratos Wistar são animais de 

hábitos noturnos e que cerca de 80% da sua alimentação ocorre entre as 

17:00h e 6:00h (Sidlo et al., 1995). Estudos iniciais no ritmo circadiano de 

roedores baseavam-se na oferta do alimento como estímulo, mas as 

correlações desta atividade com a neurofisiologia dos animais ainda é pouco 

estudada (Landry & Mistlberger, 2007). Pesquisas recentes associam a 
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expressão de clock genes a praticamente todos os órgãos dos mamíferos 

(Sladek et al., 2007). Devido à alimentação funcionar como um dos principais 

sincronizadores para este tipo de gene, o estudo do comportamento alimentar 

associado à neurofisiologia tem merecido atenção crescente. 

A principal característica dos ritmos circadianos compreende a 

sincronização de ritmos ambientais, tais como a alternância claro-escuro ou a 

disponibilidade de alimento, com a dos ritmos metabólicos. Sabe-se também 

que osciladores endógenos produzem ritmos com periodicidade própria, que 

podem ou não ser sincronizados com eventos externos ao organismo (também 

chamados de zeitgeber, ou temporizador, em alemão). Durante tal 

envolvimento (chamado por vários autores de entrainment), os osciladores 

endógenos podem modificar seu sincronismo buscando entrar em fase com 

osciladores exógenos, estabelecendo uma relação estável de fase, ou seja 

harmonizam-se os osciladores endógenos e o zeitgeber. Este processo pode, 

entretanto, não ocorrer ou se dar de forma incompleta. Sabemos hoje que as 

oscilações endógenas estão frequentemente associadas a variações 

hormonais que, no caso da periodicidade alimentar, podem ser determinadas 

por efetores do processo de fome-saciedade. Se, por exemplo, for modificado o 

entrainment associado à oscilação da secreção de corticosterona, insulina e 

leptina, hormônios nutricionalmente induzidos, é provável que ocorra 

reorganização da amplitude e freqüência dos eventos circadianos distribuídos 

ao longo do tempo (Itoh et al., 1980; Morimoto et al. 1977; Ahima et al., 1998; 

Tallet et al., 2008) 

A perda da capacidade de sincronização possui um custo metabólico. 

Dependendo da idade, o zeitgeber pode gerar instabilidade no ritmo circadiano 

(Aschoff, 1989). Por outro lado, variações dos osciladores endógenos permitem 

a sincronização dentro de determinados limites. Em situações além do limite de 

plasticidade do ritmo, o organismo pode perder a capacidade de sincronização. 

A autonomia dos processos de oscilação endógena levam-no a desarticular 

sua interação com o meio, ou pelo menos a defasar o entrainment com as 

variáveis ambientais, determinando padrões de gasto ou depósito energético 

em desacordo com o meio ambiente. A ruptura deste entrainment e as 

conseqüências fisiológicas do mesmo tem sido extensivamente relacionadas à 

sincronizadores como a exposição aos períodos de claro-escuro, porém muito 
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pouco em relação à disponibilidade de nutrientes que por sua natureza rítmica, 

devem exercer similar efeito (Madrid et al, 1998). 

Mais recentemente a descoberta dos clock genes acentuou a pesquisa 

sobre os ritmos biológicos. Sugere-se hoje que o mecanismo básico recai em 

mecanismos transcricionais/translacionais envolvendo alças cromossômicas de 

retroalimentação destes genes (Turek et al., 2006). Tal processo gênico 

permitiria o controle do ritmo através da ativação de genes relacionados com 

determinados comportamentos periódicos, tais como o hábito de comer (Turek 

et al., 2006; Halford et al., 1998; Feillet et al., 2006). 

Os mamíferos, desde antes do nascimento, estabelecem um vínculo 

com a mãe através do consumo alimentar. Já foi demonstrado, por exemplo, 

que animais e humanos tendem a consumir o mesmo tipo de alimento que 

suas mães consumiram durante a gestação e amamentação (Galef, 1982, 

Sulivan et al, 1994). Tal comportamento é associado a diversos ritmos 

circadianos do metabolismo. 

O conceito de impressão e programação metabólica explica diversas 

adaptações e patologias - adaptações mal resolvidas – que evolutivamente se 

integram no genoma de uma espécie. A impressão metabólica é gerada em um 

organismo pelo estímulo externo, em momento de susceptibilidade no 

desenvolvimento do organismo, chamado de janela crítica. O período 

embrionário, e o início da lactação são janelas críticas conhecidas. (Waterland 

& Garza, 1999; Moura et al., 2002A; Fleming et al., 2004) A programação 

metabólica é decorrente desta impressão, e é ela que causa as mudanças 

fenotípicas, e por mecanismos epigenéticos, também na expressão gênica 

(Simerly, 2008; Vige et al., 2008). Na medida em que o organismo é exposto à 

um contexto para o qual não está preparado, mudanças metabólicas começam 

a acontecer visando a sua adaptação. Novos requerimentos na síntese de 

proteínas, e conseqüentes modificações no DNA, se fazem necessárias. 

Algumas dessas modificações são repassadas a novas gerações, o que explica 

alguns mecanismos evolutivos de variabilidade genética. 

Ratos submetidos à restrição protéica nos dez primeiros dias de 

lactação, quando adultos, mesmo em situação de alimentação normal no resto 

da vida, obtém um padrão de alimentação alterado e tal alteração associa-se 

às concentrações de insulina e leptina no início da vida (Moura et al., 2002a). 
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Também, Plagemann e colaboradores (1999) demonstraram indução de 

obesidade em ratos por redução de ninhada. A diminuição de lactantes provoca 

uma hiperfagia nos animais sobreviventes, devido ao aumento relativo de 

quantidade de leite oferecido. Encontra-se bem documentado que patologias 

maternas associadas à insulina, como o diabetes melitus, reprogramam o 

funcionamento da circuitaria neural hipotalâmica da prole, levando-a à 

obesidade (Franke et al., 2005; de Moura & Passos, 2005) 

Deste modo, o estudo do padrão de comportamento alimentar de ratos 

normais e sobrepeso, submetidos à programação metabólica por 

superalimentação, correlacionado à expressão hipotalâmica de proteínas da 

cascata de sinalização da leptina e insulina, podem trazer interessantes 

contribuições na compreensão da plasticidade da sincronização de ritmos 

endógenos ligados à alimentação. 
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Objetivos 

Objetivo Geral 

Correlacionar ritmos neurofisiológicos endógenos com o comportamento 

alimentar em ratos 

 

Objetivos específicos 

Correlacionar a programação metabólica de animais com sobrepeso, 

com o ritmo circadiano neurofisiológico e com o comportamento alimentar. 

Validar método capaz de registrar consumo alimentar, duração e 

intervalo entre as refeições, e configuração do padrão de comportamento 

alimentar de ratos Wistar. 
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Material e Métodos 
Todos os modelos experimentais e métodos empregados, descritos a 

seguir, estão de acordo com o Comitê de Ética do Instituto de Biologia Roberto 

Alcântara Gomes (CEA/184/2007) 

Impressão metabólica  

Os animais usados foram criados no biotério do Departamento de 

Ciências Fisiológicas do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes - UERJ, 

sob condições de ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura de 23°C, com 

ração e água ad libitum. O acasalamento foi realizado por 15 dias na proporção 

de 3 fêmeas para 2 machos. Após a fecundação as fêmeas foram separadas e 

colocadas em gaiolas individuais durante a gestação.  

Após o nascimento, os filhotes foram distribuídos da proporção de nove 

animais por fêmea lactante. Ninhadas com quantidade inferior a nove animais 

foram excluídas do experimento. Os animais do grupo sobrepeso (S) foram 

obtidos pelo processo de impressão metabólica por redução de ninhada, 

adaptado do método proposto por Plagemann e colaboradores (1999). No 

quarto dia de vida, as ninhadas formadas por 9 filhotes foram reduzidas a três 

animais do sexo masculino. Estes foram mantidos com a mãe por 21 dias, 

quando foram desmamados e mantidos em gaiolas de manutenção 40 x 45 cm 

em número de três animais, até o inicio dos experimentos. Os animais controle 

(C) foram amamentados sem a redução das ninhadas até o 21º dia, e 

mantidos, após o desmame, em gaiolas 40 x 45 cm, também com três animais 

do sexo masculino por gaiola. Ambos os grupos foram mantidos após o 

desmame em regime de 12:00h claro-escuro, ração e água ad libitum (figura 3). 



{ PAGE   \* MERGEFORMAT } 
 

 
Figura 3 – Esquema de obtenção dos animais dos grupos controle e 
sobrepeso, no qual, ao terceiro dia de nascimento, é executada a redução de 
ninhada de nove para três filhotes do sexo masculino. 

Seleção e pareamento dos espécimes 

Foram selecionados 6 pares de animais adultos, com 6 meses de idade 

do sexo masculino. Os animais do grupo sobrepeso pesaram pelo menos 25 % 

a mais que os animais do grupo controle. 

Usamos uma sala escura, com temperatura mantida à 23ºC, como sala 

de gravação. Os animais selecionados passaram por adaptação de pelo menos 

cinco dias antes do inicio dos experimentos, em gaiolas individuais de 40 x 45 

cm, acondicionadas na sala. Neste período avaliamos a quantidade de ração e 

água ingeridas, e usamos como critérios de exclusão de espécimes dos 

experimentos, a ocorrência de sinais patológicos, como fezes pouco 

consistentes, erupções cutâneas, dificuldades respiratórias ou ingestão 

anormal de água.  

O ciclo claro-escuro da sala de gravação foi idêntico ao empregado no 

biotério onde os animais foram criados: Claro das 7:00h às 19:00h e escuro 

das 19:00h às 7:00h. 

Preenchidas estas condições, os animais eram mantidos na sala de 

gravação, e transferidos para as gaiolas de filmagem dois dias antes do início 

do registro sonoro e gravação dos vídeos, visando sua adaptação à gaiola com 

parede de vidro. 

Mensuração do consumo de ração 

Durante a manutenção e os experimentos, os animais receberam ração 

padrão comercial para roedores (Labina, Purina©) ad libitum. 
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O consumo de ração foi aferido em cinco experimentos diferentes. Cada 

experimento envolveu um animal controle e um experimental, com cerca de 

25% de sobrepeso. O consumo foi medido em cinco dias consecutivos, pela 

diferença entre o peso da ração no inicio (18:00h) e fim (8:00h) da gravação 

dos registros, aferido em balança digital de 0,1 g de precisão (Quimis XP-

3000). Ao separar a ração no comedouro, foi verificado se havia algum pedaço 

visível de ração no interior da caixa, misturado à maravalha usada para forrar a 

gaiola, que pudesse influenciar na aferição. 

Registro do comportamento alimentar - Método Visual 

Para o registro da alimentação, os animais pareados foram transferidos 

para gaiolas com face de vidro, de mesmas dimensões das gaiolas de estoque, 

que possibilitaram a visualização do acesso dos animais ao comedouro e 

bebedouro (figura 4). Os animais controle e sobrepeso eram dispostos ao 

acaso nas gaiolas da esquerda e direita, ficando a identificação da posição dos 

animais registrada apenas no protocolo do experimento. Assim as gaiolas não 

possuíam identificação que pudesse influenciar os observadores no registro 

dos dados. 

 

 
Figura 4 – Animais confinados em gaiolas de vidro durante a gravação de um 
experimento, com o animal da direita se alimentando em decúbito dorsal (1). 
Na parte de cima das gaiolas, ao lado dos bebedouros, nota-se o aparato 
acústico que isola os microfones do som ambiente (2). Uma divisória entre as 
duas gaiolas (3) reduziu a possibilidade de interferência, da atividade do animal 
de uma gaiola sobre a outra. 
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Para cada par de animais, foram gravados vídeos de 14:00h de duração, 

por pelo menos cinco dias consecutivos, das 18:00h às 8:00h do dia seguinte. 

Foi usada uma câmera digital Sony (DCR-HC30) acoplada à um 

microcomputador IBM-PC celeron, com 1 Gb de memória RAM, por uma 

interface firewire 1394. Os vídeos foram gravados diretamente no computador 

pelo software Windows Movie Maker (Microsoft Corp, USA). Ao término de 

cada gravação, os vídeos eram acelerados em 4x, com recursos de edição do 

próprio software de gravação, visando reduzir a reprodução para cerca de 

3:30h preservando, porém, resolução suficiente para o registro visual dos 

eventos, traduzido pelo acesso dos animais ao comedouro. A ração do 

comedouro dos animais era pesada no início e fim das gravações, para o 

cálculo da quantidade de ração ingerida durante o experimento. 

Estas edições aceleradas foram assistidas por observadores 

devidamente treinados, que registravam suas observações com o auxílio do 

software Chart for Windows 1.5 (ADInstruments Corp., AUS). Este software foi 

desenvolvido para o registro de sinais ao longo do tempo. Adaptamos um 

comando para registrar períodos em um arquivo gravado, de modo que, com o 

auxílio de uma tecla e da função clique-e-arraste do mouse, o observador pôde 

registrar o início e a duração de cada evento, distintamente para as gaiolas 

analisadas da esquerda e direita. Posteriormente, com o auxílio da ficha do 

experimento (ANEXO X – Ficha do Experimento), os dados dos animais do 

grupo controle  e do sobrepeso eram identificados. 

Registro do comportamento alimentar - Método Sonoro 

Paralelamente ao registro visual, foi gravado o som dos animais roendo 

a ração. Um microfone USB (Logitech Inc., USA) foi adaptado à tampa da 

gaiola, de modo a captar os sons produzidos próximo ao comedouro. O som, 

gravado diretamente no formato MP3 pelo software StepVoice Recorder 1.5 

(StepVoice Software, USA) em uma taxa de amostragem de 8 bits, freqüência 

de 8 KHz, em formato monocanal, foi interpretado com o uso do software 

Sound Forge 7.0 (SONY Pictures Digital Inc., USA). Este software possibilita a 

representação de arquivos MP3 em gráficos de linha, onde na abcissa, tem-se 

os valores de tempo, e na ordenada, a amplitude do sinal sonoro gravado. Os 

eventos de alimentação – as refeições – foram representados pela maior 
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freqüência de amplitudes altas, possibilitando a determinação gráfica dos 

eventos ocorridos em grandes intervalos, sob a forma de clusters desses 

sinais. 

A validação do método baseado no som foi feita a partir da interpretação 

gráfica das ondas sonoras, plotadas pelo Sound Forge. Os eventos de 

consumo alimentar foram representados por regiões de maior amplitude nos 

gráficos. O observador captou, com o arraste do cursor do mouse sobre o 

gráfico, a hora exata com precisão de segundos, do começo, meio, fim e 

intervalo entre as refeições. O começo (Rc) caracterizou-se pelo início de uma 

deflexão positiva da curva. O fim da refeição (Rf) correspondeu à deflexão 

negativa subseqüente, e o meio das refeições (Rm), o ponto central entre um 

Rc e o Rf seguinte. Os intervalos entre as refeições, ou momentos em que os 

ratos praticavam outras atividades (Ro) como sono, locomoção ou higiene, 

foram determinados por pontos entre um Rf  e o Rc seguinte (figura 5).  

 
Figura 5 – Gráficos gerados pelo software Sound Forge, a partir dos arquivos 
MP3 da réplica K do experimento XL. Na parte superior, o gráfico gerado pela 
gaiola da esquerda, e na parte inferior, o da direita. Na ordenada observam-se 
os valores de amplitude, e na abcissa, a cronologia. Os maiores valores de 
amplitude representaram as refeições dos animais. As barras verticais 
vermelhas representam pontos Rc, Rf, Rm e Ro amostrados para verificação do 
comportamento do anima, no respectivo vídeo gravado. 
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Estes dados, traduzidos pela hora exata em que ocorreram, foram 

verificados nos vídeos dos experimentos, gerando uma freqüência de 

coincidências, para os momentos de início, meio e fim de refeição e de outras 

atividades. Os observadores assinalaram os eventos coincidentes com 1, e os 

não coincidentes com zero. Para o ajuste das observações do filme, acelerado 

em 4x, com as observações gráficas dos arquivos MP3, foi usada a planilha 

eletrônica Excel (Microsof Inc., USA) 

Determinação do estado de fome e saciedade dos animais 

Convencionou-se que o estado de fome dos animais seria determinado 

pelo momento imediatamente anterior ao do início da refeição com maior 

regularidade de ocorrência. Para a detecção destes momentos, os gráficos 

gerados pelo Sound Forge das cinco réplicas de cada experimento foram 

alinhados na tela do computador, e a maior coincidência de inícios de refeição 

foi usada como parâmetro para a determinação da hora do sacrifício dos 

animais. O momento do sacrifício dos animais em estado de saciedade foi determinado 

logo após o final da última refeição. Pela observação dos gráficos das réplicas, 

determinou-se o momento da última refeição, e, cinco minutos após o seu término, os 

animais saciados eram sacrificados (figura 6). 
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Figura 6 – Gráficos gerados pelo software Sound Forge, usados para a 
determinação da hora em que o animal de um experimento estaria com fome. 
As cinco réplicas do experimento, alinhadas verticalmente, neste caso, 
indicaram que o animal iniciou sua refeição mais regular 02:46h após o inicio 
da gravação das réplicas (1), o que correspondeu aproximadamente às 20:40h. 
O fim da última refeição do ciclo, apesar de variado (2), não interferiu no 
estabelecimento do estado de saciedade dos animais, visto que o observador 
esperava o animal terminar sua refeição para sacrificá-lo. 
 

Comparação entre o ritmo alimentar dos dois grupos 

A duração das refeições das réplicas de cada experimento, associada ao 

seu respectivo momento de início foi usada para gerar uma matriz tempo x 

tempo, expressa em minutos. Os dados dessa matriz, mapeados a partir do 

início do ciclo escuro (19:00h) foram ajustados em uma função senoidal 

(formula 1), com o auxílio do software Prism. 
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Y = Amplitude*seno ((2* π *X/Comprimento de onda)+FaseShift)     (1) 

Onde  

Amplitude – Altura do ciclo, em minutos – variável diretamente 
proporcional à duração das refeições, em minutos. 
Comprimento de Onda – Tempo de duração de um ciclo completo, em 
minutos. 
FaseShift – Tempo decorrente do inicio do ciclo escuro até o primeiro 
evento. 
Π – Constante numérica – 3,1416 
 

Análise do perfil dos animais 

O peso e o comprimento naso-anal foram aferidos no momento do 

sacrifício, para a obtenção do índice de Lee (peso0,33 / comprimento naso-

anal) (Rodrigues-Cunha, 2009). 

A gordura visceral de cada animal foi dissecada, e pesada em balança 

de precisão (OHAUS AS200, USA), após os procedimentos cirúrgicos 

envolvidos na perfusão e extração dos cérebros. 

No início da perfusão intracardíaca, no momento da incisão do átrio 

direito, foi coletado 2,5 mL de sangue em seringa descartável préviamente 

rinsada com heparina. Este sangue foi imediatamente centrifugado a 3000 rpm 

em centrífuga refrigerada à 4°C por 10 minutos (Hermle Z360K, GER), para a 

obtenção do plasma sanguíneo, separado do centrifugado com o uso de 

pipetas de Pasteur. Este material foi congelado e mantido a -20°C para 

posterior análise da Glicose, Insulina e Leptina plasmática. A glicemia foi 

avaliada através de glicômetro (ACCU CHECK-Active, Roche®) com o uso de 

fitas-teste com glicose-oxidase. A insulina foi aferidas com o kit comercial INC 

Pharmaceuticals, com sensibilidade de 0,1 ng/mL, e a leptina, por um kit 

específico para murinos (Linco Research Inc., MO, EUA) com sensibilidade de 

0,5 ng/mL. 

Fixação do celebro por perfusão transcardíaca  

Os animais foram sacrificados após análise de seu estado de fome-

saciedade, e submetidos à perfusão transcardíaca, para a qual foram 

anestesiados com thiopental a 16%, em dose de 1 mL por quilo de massa 

corpórea. A cavidade torácica foi exposta e o pericárdio e timo extraídos, para 

facilitar a introdução do scalp 19G, na extremidade inferior do ventrículo 
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esquerdo dos animais. Imediatamente após a introdução do scalp, era rompida 

a parede do átrio direito dos animais e ligada a bomba peristáltica em fluxo de 

gotejamento (6 mL/min.) com solução de NaCl 0,9%. Os animais foram 

submetidos à esta solução por cerca de dez minutos, ou até que seu fígado e 

pulmões apresentassem perda acentuada de coloração. Neste momento, 

procurou-se observar a ocorrência de extravasamento de líquido pelas narinas 

do espécime, o que indicava que a pequena circulação estava recebendo o 

perfusato, em detrimento da rede vascular cerebral. Neste caso procurou-se a 

correção do procedimento com a acomodação do scalp na aorta e oclusão das 

narinas dos animais, visando aumentar a pressão vascular da pequena 

circulação. Em seguida, a solução de salina foi substituída por uma solução de 

paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M e pH 7,4. A observação da 

contração de músculos da face indicava a preservação da circulação cerebral, 

que passava a receber o fixador durante os trinta minutos seguintes. 

Finalmente, os animais foram submetidos à perfusão de solução de sacarose 

10% em solução de paraformaldeido 4% diluído em tampão fosfato 0,1M e pH 

7,4, durante dez minutos. 

Finda a perfusão, os cérebros eram cuidadosamente extraídos e imersos 

em solução de sacarose 10% em paraformaldeido 4% diluído em tampão 

fosfato 0,1M e pH 7,4 durante duas horas, quando então eram imersos em 

solução de sacarose em tampão fosfato em tampão fosfato 0,1M e pH 7,4 

durante a noite. 

Preparação das laminas para a imunohistoquímica do hipotálamo 

O corte dos cérebros foi realizado em criomicrótomo (Slee Mainz Inc., 

Alemanha) regulado para obtenção de cortes de 25 micrometros de espessura. 

Para isto, os cérebros foram incluídos em meio para cortes congelados O.C.T. 

Tissue-Tek 4583 (Sakura, USA), com congelação em nitrogênio líquido durante 

a inclusão, evitando a formação de cristais de gelo, e conseqüente dano aos 

tecidos. Os cérebros foram montados de modo a permitir a obtenção de cortes 

coronais a partir da parte frontal do cérebro. Com o auxílio de um atlas 

estereotáxico do SNC (Paxinos e Watson, 1998) o espécime foi alinhado, de 

modo a fornecer cortes coronais de poções equivalentes dos dois hemisférios 

cerebrais. Os cortes foram desprezados até o surgimento do hipocampo e 
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alongamento do terceiro ventrículo, indicativo da presença do início do ARC na 

região hipotalâmica do cérebro. A partir daí, os cortes foram recolhidos em 

lâminas gelatinizadas de modo seriado. Dispostos em três cortes por lâmina. 

Cada um foi recolhido seqüencialmente em uma posição da lâmina, permitindo 

que cada lâmina contivesse regiões distintas do ARC. As lâminas serialmente 

numeradas, foram embrulhadas em pacotes de papel laminado, e 

armazenadas em freezer a -20°C. 

A expressão de POMC, NPY e IRS2 no hipotálamo dos animais, foi 

avaliada em grupos de animais controle com fome (CF), controle saciados 

(CS), sobrepeso com fome (SF) e sobrepeso saciados (SS). Para análise da 

importância do estado de fome-saciedade dos animais, os dados dos animais 

com fome e saciados foram agrupados e analisados como grupo Controle e 

Sobrepeso. 

A imunomarcação para a identificação das proteínas foi feita em lâminas 

de numeração semelhante, fazendo com que a comparação entre os animais 

se desse em regiões semelhantes do ARC. Para a identificação de POMC 

usou-se o anticorpo primário POMC FL-267 (Santa Cruz Biotechnology Inc., 

USA), em diluição de 1:200. A identificação de NPY foi feita com o uso do 

anticorpo primário NPY N 9528 (Sigma-Aldrich Inc., USA) na diluição de 

1:4000, e a marcação de IRS2, foi feita com o uso do anti-corpo primário IRS-2 

M19 (Santa Cruz Biotechnology Inc, USA) com a diluição de 1:150. 

Para todas as marcações, foi usada a 3,3’ diaminobenzidina como 

marcador secundário. 

Dispostas em bandeja de análise histológica, duas lâminas de cada 

espécime, contendo no total seis cortes de regiões distintas do núcleo 

arqueado, foram usadas para cada marcação. Cada corte recebeu seis 

lavagens de cinco minutos cada, com triton X-100 0,3% em tampão fosfato 

diluído em salina (PBS), pH 7,4. Posteriormente, os cortes foram incubados 

com NGS 10% diluído em PBS, pH 7,4, por duas horas. Após a retirada do 

PBS, cada corte recebeu 40 µL do anticorpo primário. As bandejas com as 

lâminas foram acondicionadas em câmera úmida no interior de um refrigerador 

à 4°C durante a noite. No dia seguinte, os cortes foram submetidos a seis 

lavagens de cinco minutos cada com PBS pH 7,4, e incubados com anticorpo 

anti-rabbit biotinilado 1:200 diluído em PBS pH 7,4 por sessenta minutos. Em 
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seguida foram novamente submetidos a seis lavagens de cinco minutos cada 

com PBS pH 7,4, e incubados com streptavidina associada à HRP diluída a 

1:150 em PBS pH 7,4 por trinta minutos. Após esta incubação, foram 

submetidos a três lavagens de cinco minutos com PBS pH 7,4, e três lavagens 

com tampão fosfato. Incubamos os cortes com DAB inativo por quinze minutos 

seguido de incubação com Peróxido de hidrogênio 0,006% diluído em DAB 

(DAB ativado) por aproximadamente 15 minutos ou até que os cortes 

apresentassem coloração castanho clara. A incubação foi interrompida com 

três lavagens de cinco minutos cada com tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 seguido 

de três lavagens com H2O destilada. As lâminas foram secas naturalmente 

durante a noite, e montadas de solução de Damar, no dia seguinte, após 

banhos sucessivos de álcool em concentração crescente e Xilol, para a devida 

desidratação e diafanização dos cortes. 

Todas as lâminas de cada anticorpo foram coradas simultâneamente, 

visando minimizar possíveis variações de coloração, induzidas por diferentes 

revelações de DAB. 

Análise dos cortes histológicos 

A representação quantitativa da imunohistoquímica, foi feita com o uso 

de cinco cortes semi-seriados de cada espécime, de regiões hipotalâmicas que 

continham porções mediais do núcleo arqueado, para cada imunomarcador. De 

cada corte, foram obtidas imagens microscópicas digitalizadas de três campos, 

em aumento aproximado de 1000x, e resolução de 1,4 Mpixels. A delimitação 

da região hipotalâmica do núcleo arqueado foi realizada com o auxílio da 

versão computadorizada de um atlas estereotáxico (Paxinos e Watson, 1998). 

A partir da observação de alguns acidentes anatômicos no corte, como o 

formato do terceiro ventrículo, procurou-se identificar nos esquemas do atlas, o 

formato correspondente do núcleo arqueado, para que o campo do microscópio 

no aumento de 1000x contivesse apenas poções do ARC. A soma da área das 

imagens compreendeu pelo menos 60% da região hipotalâmica do núcleo 

arqueado no corte. O sistema de vídeomicroscopia usado era composto de 

uma câmera digital Optronics (Optronics Inc., USA) acoplada à um microscópio 

Olympus BX40 (Olympus Inc., USA) equipado com lentes plan acromáticas, e à 

um microcomputador PC. 
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O reconhecimento das estruturas marcadas foi feito por segmentação 

interativa de cores (Polkowska et al., 2006; Ramos et al., 2005; Marenko et al., 

2005) em processo que permitiu a exclusão manual de artefatos histológicos, 

como hemácias, que pudessem interferir no resultado da quantificação do 

campo. O software usado para a análise das imagens foi o Image Pro Plus 

(Media Cybernetics Inc., USA) (figura 7) e os dados obtidos foram tabulados 

com o auxílio da planilha eletrônica Excel (Microsoft Inc., USA). 
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Figura 7 – Método de análise quantitativa das laminas histológicas da 
imunohistoquimica. Acima, uma imagem capturada é carregada para analise. A 
barra de calibração possui 10 μm. Ao centro, segmentação das cores 
correspondentes à área imunomarcada. Abaixo, a máscara binária da 
segmentação, e sua quantificação, em termos de área relativa imunomarcada, 
representada no histograma sobreposto à imagem. 
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Análise estatística. 

Para a análise comparativa entre os grupos C e S, CF e CS, SF e SS, 

em relação ao consumo de ração, massa corporal, gordura visceral, 

comprimento naso-anal, índice de Lee, bem como taxas hormonais plasmáticas 

de glicose, insulina e leptina, expressão dos neuroreceptores NPY, POMC e 

IRS2 no núcleo arqueado do hipotálamo, usamos o teste de Mann-Whitney em 

nível de significância de 0,05%, com o auxílio do software Prism 4.0 (GraphPad 

Inc., USA) 

Para a comparação entre os métodos visual e sonoro, de registro do 

ritmo circadiano da alimentação, usamos a estatística Kappa levando em 

consideração as observações repetidas em um mesmo animal. Avaliou-se as 

coincidências entre os eventos inicio (I), meio (M) e fim (F) de alimentação, e 

outros eventos (O), com o auxílio do software SAS 9.1 (SAS Institute, NC, 

USA) 

Para a comparação das curvas dos ritmos circadianos dos animais 

controle e sobrepeso, os dados de inicio e duração das refeições, em minutos, 

ajustados para uma função senoidal, foram comparados pela variância do 

comprimento de onda e freqüência de cada ciclo, com o uso do software Prism 

4.0. 
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Resultados 

Perfil biométrico e metabólico dos animais 

Os animais do grupo controle apresentaram médias de leptina, insulina e 

glicose plasmática inferiores aos do grupo sobrepeso (Tabela 1). O 

comprimento naso-anal dos animais não apresentou diferença significativa 

entre o grupo controle e o experimental mas a massa corporal, o índice de Lee 

e o teor de gordura visceral foram maiores no grupo sobrepeso. 

Tabela 1 – Média e erro padrão (EP) dos dados biométricos e hormonais de 
animais dos grupos Controle e Sobrepeso. 

 Controle 
(media±EP)

Sobrepeso 
(media±EP) 

P (teste de 
Mann-Whitney)

Massa Corporal (g) 329,1±9,37 457,6±8,72 <0,001 
Comprimento Naso-Anal (cm) 25,2±0,10 25,3±0,10 0,3701 
Índice de Lee (IL) 0,27±0,002 0,30±0,003 <0,001 
Gordura Visceral 2,4±0,1 5,9±0,3 <0,001 
Glicose plasmática (mg/dL) 90±5,4 122±11 <0,05 
Insulina Plasmática (uUI/mL) 31,3±3 59±6,7 <0,05 
Leptina Plasmática (ng/mL) 3,4±0,02 7,7±1,3 <0,001 
 

Consumo de Ração 

Os animais sobrepeso consumiram mais ração do que os controle  em 

todos os experimentos avaliados. Embora o consumo relativo ao peso do 

animal não tenha apresentado diferença significativa para um intervalo de 

confiança de 95%, o consumo ponderado pelo índice de Lee foi diretamente 

proporcional ao consumo absoluto de ração ingerida por animal durante a 

gravação dos experimentos e também mostrou diferença significativa (tabela 2) 

Tabela 2 – Consumo de ração absoluto, e ponderado pelo peso do animal e 
pelo índice de Lee. 

 Controle 
(media±EP) 

Sobrepeso 
(media±EP) 

P (teste de 
Mann-Whitney)

Consumo absoluto (g) 16,1±0,31 20,4±0,67 0,0002 
Consumo/Peso do Animal (g) 0,049±0,0018 0,045±0,005 0,0566 
Consumo/Índice de Lee (g) 3,4±0,02 7,7±1,3 0,0030 
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Comportamento Alimentar 

Os animais do grupo sobrepeso, não apresentaram maior número de 

refeições no período da gravação dos experimentos (controle=9,3±0,76 vs 

sobrepeso=10,8±1,09, p=0,6991), porém suas refeições foram mais longas 

(controle=10,5±0,81 min. vs sobrepeso=13,2±1,01 min., p=0,0411), e o 

intervalo entre elas, mais curto (controle=78,0±6,39 min. vs 

sobrepeso=60,33±4,09 min., p=0,026) (figura 8) 

 

 

 

 

Figura 8 – Frequência, duração e intervalo entre as refeições no período das 
17:00h às 8:00h. 

 
A função senoidal derivada dos dados de início de refeições, 

relacionados às respectivas durações, gerou amplitudes e comprimentos de 

onda significativamente diferentes entre os dois grupos. O grupo sobrepeso 

teve um comprimento de onda menor e consequente maior freqüência de 

ciclos, associada à uma amplitude significativamente maior, caracterizando um 

padrão hiperfágico de refeições maiores, com intervalos mais curtos (figura 9; 

Tabela 3). 

Tabela 3 – Estatística descritiva e resultados do teste F na comparação da 
regressão senoidal dos dados de inicio de refeição, potencializados pelas 
respectivas durações dos eventos 

 Dados Controle Sobrepeso 
Amplitude 0,67±1,321 2,43±1,707 

Best Fit ± EP Comprimento de Onda  8,424±0,0193 7,892±0,0010 
Amplitude 0,0 a 3,263 0,0 a 5,778 Variância  

(IC de 95%) Comprimento de Onda  8,386 a 8,462 7,873 a 7,912 
Amplitude p=0,02 Teste F Comprimento de Onda  p=0,0338 
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Figura 9 – Acima – Gráfico com a indicação de inicios das refeições 
relacionados pelas respectivas durações, em minutos x minutos. Abaixo – 
representação dos dados da função senoidal derivada, para a comparação dos 
ritmos de alimentação de cada grupo, a partir das amplitudes e comprimentos 
de onda, em minutos x unidades arbitrárias (UA). 
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Validação do Método Sonoro 

A concordancia dos dados obtidos do método sonoro com o método 

visual, considerado padrão ouro – a análise dos vídeos - foi excelente (valor de 

Kappa= 0,88 com intervalo de confiança de 95%, de 0,71 -1,0). 

Imunohistoquímica 

Foi detectada uma diferença significativa na expressão da proteína 

POMC quando os animais foram agrupados em controle e sobrepeso (C=. 

Porém, quando o estado metabólico dos animais foi discriminado, esta 

diferença se manteve apenas na comparação do grupo controle com fome e 

sobrepeso com fome (figura 10.A; figura 11; Tabela 4) 

Tabela 4 – Área relativa ocupada por células imunomarcadas para o 
neuropeptídeo POMC, no ARC hipotalâmico.  

Grupos Média±EP P  
(Mann-Whitney) 

Controle 0,751±0,1285
Sobrepeso 0,273±0,0734 0,0029 

Controle com Fome 0,779±0,1777
Controle Saciado 0,723±0,2056 0,8413 

Sobrepeso com Fome 0,273±0,0742
Sobrepeso Saciado 0,371±0,1350 1 

 

Embora os animais agrupados em Controle e Sobrepeso não tenham 

apresentado diferença significativa para a expressão da proteína NPY, foi 

detectada uma diferença considerável entre os grupos controle com fome e 

controle saciado. (figura 10.B; figura 12; Tabela 5). 
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Tabela 5 – Área relativa ocupada por células imunomarcadas para o 
neuropeptídeo NPY, no ARC hipotalâmico. 

Grupos Média±EP P (Mann-
Whitney) 

Controle 0,544±0,1233
Sobrepeso 0,581±0,0979 0,6395 

Controle com Fome 0,226±0,0557
Controle Saciado 0,863±0,1208 0,0079 

Sobrepeso com Fome 0,461±0,1283
Sobrepeso Saciado 0,700±0,1396 0,3095 

 

Na expressão de IRS2 foi encontrada diferença significativa nos animais 

agrupados em Controle e Sobrepeso, Porém este resultado só se reproduziu 

na comparação entre CF e SF, bem como entre CS e SS. Quando 

discriminados por estado metabólico, a comparação intergrupo dos controles e 

sobrepesos não apresentou diferença significativa (figura 10.C; figura 13; 

Tabela 6). 

Tabela 6 – Área relativa ocupada por células imunomarcadas para o 
neuroreceptor IRS2, no ARC hipotalâmico. 

Grupos Média±EP P (Mann-
Whitney) 

Controle 0,570±0,0815
Sobrepeso 0,090±0,0204 < 0,0001 

Controle com Fome 0,550±0,1094
Controle Saciado 0,591±0,1332 1,0 

Sobrepeso com Fome 0,120±0,0296
Sobrepeso Saciado 0,072±0,0178 0,1255 
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Figura 10 - Gráficos Box-wiskar com os dados de área relativa ocupada por 
neurônios POMC (A), NPY (B) e IRS2 (C) imunomarcados no núcleo arqueado 
de ratos controle e sobrepeso. As quatro últimas colunas de cada gráfico 
representam os dados dos animais discriminados por estado metabólico 
(CF=Controle com fome; CS=Controle Saciado; SF=Sobrepeso com Fome e 
SS= Sobrepeso Saciado) 

A 

B 

C 
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Figura 11 – Campos microscópicos da imunohistoquímica do neuropeptídeo 
POMC no núcleo arqueado, típicos dos grupos CF (canto superior esquerdo), 
CS (canto superior direito), SF (canto inferior esquerdo) e SS (canto inferior 
direito). A barra de calibração, no canto inferior direito de cada imagem possui 
10 µm. 
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Figura 12 – Campos microscópicos da imunohistoquímica do neuropeptídeo 
NPY no núcleo arqueado, típicos dos grupos CF (canto superior esquerdo), CS 
(canto superior direito), SF (canto inferior esquerdo) e SS (canto inferior 
direito). A barra de calibração, no canto inferior direito de cada imagem possui 
10 µm. 
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Figura 13 – Campos microscópicos da imunohistoquímica do substrato de 
receptor de insulina IRS2 no núcleo arqueado, típicos dos grupos CF (canto 
superior esquerdo), CS (canto superior direito), SF (canto inferior esquerdo) e 
SS (canto inferior direito). A barra de calibração, no canto inferior direito de 
cada imagem possui 10 µm. 
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Discussão 
Alterações externas ao organismo quando ocorridas em momentos 

críticos do desenvolvimento, podem gerar adaptações permanentes por 

programação metabólica. Agentes tóxicos, como pesticidas e outros estímulos 

externos são capazes de provocar este tipo de resposta (Johri et al., 2006; 

Bagley & Hayes, 1985), bem como o comportamento alimentar no adulto, por 

exemplo, pode ser modificado por variação nutricional na gestação ou lactação 

(Moura et al., 2002a; Moura et al., 2002b; Barja-Fidalgo et al., 2003; Kozak et 

al., 2006) 

Nesta direção, o modelo experimental baseado nos trabalhos de 

Plagemann e colaboradores (1999) tem sido um procedimento fundamental 

para a compreensão do processo da impressão e programação metabólica e 

tem sido usado com sucesso pelo nosso grupo de pesquisa na obtenção e 

estudo de animais com sobrepeso (Rodrigues-Cunha et al., 2008; Rodrigues, 

2008). Desta forma, a impressão metabólica através da hipernutrição no início 

da vida, programou metabólicamente os animais do grupo sobrepeso, que, 

quando adultos, apresentaram aumento de peso e hiperfagia. O efeito da 

impressão metabólica no organismo foi comprovado pela associação do 

fenótipo sobrepeso, com a expressão nos neurônios POMC, NPY e IRS2 no 

núcleo arqueado, diferenciada entre os animais do grupo controle e do 

sobrepeso. O NPY dos animais metabolicamente reprogramados não variou 

significativamente entre os estados de fome-saciedade, apontando possíveis 

diferenças nos mecanismos de regulação da homeostase. Os dados da 

expressão de POMC apresentaram diferença significativa entre os grupos 

controle e sobrepeso, indicando que os animais metabolicamente 

reprogramados apresentam alterações no ritmo circadiano alimentar, 

influenciados por mecanismos de longo prazo ligados à saciedade. A 

expressão do substrato de receptores de insulina no ARC corroboram a 

diferença entre os dois grupos. 

Os estudos sobre hiperfagia concentram-se nas alterações 

hipotalâmicas (Shioda et al., 2008). Em nosso trabalho, nos animais 

submetidos à impressão metabólica durante a janela crítica da lactação, foram 

observadas alterações no ARC, algumas das quais já descritas por outros 

autores (Plagemann et al., 1999; Cruz Mezzomo, 2008; Marcelino et al., 2004). 
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Entretanto, nossos resultados apresentaram divergências em relação à 

expressão da atividade de neurônios NPY no ARC, no estado metabólico de 

fome-saciedade, nos animais do grupo controle. Alguns importantes estudos 

apontam os neurônios NPY e POMC como moduladores sincronizados do 

processo de fome e saciedade. Pinto e colaboradores (2004), por exemplo, 

associaram a alteração da atividade de neurônios NPY e POMC com o 

aumento do consumo alimentar, em ratos ob-ob. Nestes animais, a injeção de 

leptina plasmática causou um efeito quase que imediato na sensibilização 

destes neurônios do ARC, o que reforça o papel dos componentes endógenos 

no comportamento alimentar hiperfágico. Desta forma, esperava-se que a 

hiperleptinemia observada em nossos animais induzisse uma maior 

sensibilidade dos neurônios do ARC. Entretanto, nossas observações sugerem 

que o mecanismo NPY e POMC não se dá de forma unificada, imediatamente 

recíproca, e que o POMC possui preponderância na determinação do processo 

de fome e saciedade. Como será discutido abaixo, poucos estudos levam em 

consideração o estado de fome-saciedade dos animais como algo dinâmico, 

assim como o ritmo circadiano envolvido na alimentação. 

Apesar do grande número de trabalhos a respeito destes 

neuroreceptores, ainda pouco se conhece sobre a dinâmica da sua expressão 

circadiana. Uma possibilidade explicativa para interpretação de nossos 

resultados diz respeito à uma defasagem da curva de expressão do NPY em 

relação ao que se esperaria sob sua dinâmica relacionada às refeições. Os 

animais controle com fome foram sacrificados em momentos imediatamente 

anteriores às refeições, e os controle saciados em momentos imediatamente 

posteriores. Este achado poderia estar de acordo com o mecanismo neural 

conhecido da fome-saciedade no ARC, se fosse considerado um retardo na 

expressão do NPY em relação ao ato de comer dos animais. Assim, 

imediatamente após as refeições, os animais ainda estariam com seus níveis 

de NPY relativamente elevados, justificando a maior expressão destes 

neurônios no ARC.  

Não há consenso na literatura sobre a expressão do NPY nas condições 

deste trabalho. Woods e colaboradores (1998), por exemplo, mostraram 

expressão anormal da atividade destes neurônios, quando animais são 

privados da alimentação. Kalra & Kalra (2004) afirmam que tanto o aumento 
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como a diminuição da expressão do NPY hipotalâmico podem estar associadas 

ao comportamento hiperfágico. Deve-se levar em consideração também que 

poucos trabalhos procuraram quantificar a expressão destes neurônios por 

analise de imagens. Os trabalhos que o fizeram, analisaram o ARC em baixo 

aumento, onde os campos microscópicos compreendiam outras áreas do 

hipotálamo. Nessa situação, possíveis artefatos histológicos poderiam 

influenciar na quantificação. A delimitação do ARC, e a hipermarcação por 

inclusão de background foram viezes minimizados na análise realizada neste 

trabalho. Usamos um método de quantificação baseado em análise de 

imagens, nos precavendo de possíveis desvios em função da morfologia do 

ARC. Optamos por interpretar os cortes em aumento de 1000x, tornando-os 

anisotrópicos e tomamos o cuidado de comparar regiões semelhantes do ARC, 

próximas ao centro longitudinal do hipotálamo, para evitar possíveis variações 

nas populações neuronais, devido à distribuição irregular no próprio ARC. 

Os animais do grupo sobrepeso, com pelo menos 25% de sobrepeso em 

relação aos animais do grupo controle, poderiam ter ganho massa corpórea por 

distúrbios na digestão e absorção dos nutrientes. Mas o comportamento 

hiperfágico, confirmado pelo resultado de outros autores (Plagemann et al., 

1999; Farley et al., 2003; Willians et al., 2001), e comprovado aqui pelo 

consumo absoluto e o ponderado pelo índice de Lee, sem dúvida, foi 

componente relevante no acumulo de reservas. Esta hiperfagia parece estar 

sendo induzida por mecanismos de balanço homeostático de longo prazo, visto 

que a resistência à insulina e à leptina, demonstrada aqui pelos índices 

plasmáticos elevados nos animais do grupo sobrepeso estão associadas à 

baixa expressão hipotalâmica dos neurônios POMC e IRS2 nos animais 

sobrepeso, tanto na fome quanto na saciedade. 

A maior parte dos estudos sobre o comportamento alimentar em 

modelos animais possui pequena capacidade de discriminação dos processos 

de fome e saciedade. Uma principal diferença entre os estudos de 

comportamento alimentar em humanos e em modelos animais é a 

incapacidade técnica de registro e quantificação da sensação de fome e 

saciedade neste último. Alguns estudos procuram realizar a discriminação 

entre os comportamentos através de protocolos experimentais nas quais ocorre 

manipulação do animal através de jejum prolongado, sinonimo de animal com 
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fome. Em outros estudos, os animais são alimentados em períodos específicos 

de tempo, por exemplo, duas horas por dia. Ambas técnicas tem as suas 

vantagens em seus objetivos científicos, como por exemplo, o exame de áreas 

do cérebro alteradas por tais manipulações, são entretanto, de difícil aplicação 

quando se pretende estudar um fenômeno ontolologicamente instituído. No 

estudo do processo de impressão metabólica no início da vida, parte do escopo 

do nosso trabalho, o uso das técnicas acima descritas acrescentariam variáveis 

de difícil discriminação. 

A utilização de métodos de observação baseados na FAA, gera 

problemas que reduzem a perspectiva de respostas desejadas em nosso 

trabalho. Por exemplo, de Groot e colaboradores (2004), constataram que o 

ambiente de confinamento de camundongos influencia o FAA sem alterar o 

consumo alimentar. Honma e colaboradores (1983) verificaram que a própria 

alteração na oferta de alimento poderia alterar o FAA por alguns dias 

subseqüentes, mesmo após a normalização da ração, indicando um ritmo 

circadiano ao menos parcialmente independente do ritmo do consumo 

alimentar. Lax e colaboradores (1999) evidenciaram a influência da luz sobre o 

FAA. Van Dijk e Strubbe (2003) observaram que injeções de NPY no PVN 

hipotalâmico aumentavam o consumo de ração sem, contudo, alterar a FAA. 

Sederholm e colaboradores (2002), ao injetar NPY na cavidade ventricular de 

ratos observaram uma diminuição no consumo de solução glicosada, porém 

com um aumento no número de visitas ao bebedouro. Neste sentido, alguns 

autores separam o comportamento do consumo alimentar, caracterizado pela 

ingestão do alimento, do comportamento do apetite, caracterizado pela visita 

do animal ao comedouro, sem a necessária ingestão (Baird, 2006), ao qual o 

FAA parece estar mais associado. Se o ritmo alimentar é regido por múltiplos 

fatores, o FAA também o é. Isto, por si só, justifica o cuidado no uso do FAA 

como indicador de comportamento associado a algum estado metabólico 

relacionado à alimentação. 

Considerou-se, a princípio, que o método de observação visual, baseado 

no registro de gravação de vídeos, seria o mais adequado para o nosso estudo. 

Neste, não há nenhuma interferência experimental. Ou seja, o animal não é 

submetido a uma modificação comportamental que poderia per si fazer parte 

da constituição do comportamento que nos interessava estudar. Entretanto, 
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mesmo que tal método se mostrasse preciso na detecção dos eventos – inicio 

meio e fim de uma refeição – bem como do momento cronológico em que o 

evento acontecia, mostrou-se trabalhoso na obtenção e tratamento dos dados. 

O processamento dos filmes de 14:00h de duração após o término da 

gravação, embora automatizado, levou algo em torno de 00:40h. Os filmes 

acelerados continham 3:30h de duração. Ainda que os animais passassem boa 

parte do tempo dormindo, o que permitia aos observadores acelerar a exibição 

dos filmes, o tempo para o registro dos dados nunca foi inferior à 01:00h. Ao 

adicionar-se a este tempo, o pós-processamento dos dados, necessário para a 

detecção das refeições, o tempo total entre o fim da gravação e a interpretação 

dos dados passa de 02:00h, o que torna o método visual apesar de preciso, 

trabalhoso. Acrescenta-se também, que o envolvimento de diversos 

observadores na obtenção dos dados, aumenta a geração de erros decorrentes 

das variações inter-individuais na observação. Outros métodos de registro, 

baseados em dispositivos eletrônicos acoplados a computadores também tem 

sido usados no estudo do comportamento alimentar (Barrio Lera, 1999; Farley 

et al., 2003; Jurgens et al., 2006), e conferem a agilidade desejada na obtenção 

dos dados, porém, possuem dois problemas não negligenciáveis: são caros e 

de difícil manutenção no ambiente de um biotério. 

Optou-se por desenvolver um novo método baseado no registro de som. 

Este possui como princípio básico o pressuposto que o ato de comer dos 

roedores emite som, de pouca variação entre sujeitos, e pode ser registrado, 

armazenado e analisado. Este método baseia-se em um dispositivo eletrônico 

simples e robusto – um microfone digital. Além disso, sua adaptação a uma 

gaiola convencional de estoque dos animais mostrou-se simples, e pouco 

invasiva, interferindo pouco no ambiente em que o animal se encontra, 

evitando possíveis desvios comportamentais na alimentação. A comparação 

com o método visual, assumido como “padrão ouro” na observação, quanto ao 

momento central das refeições, mostrou concordância excelente. A análise das 

bordas – início e fim - das refeições também apresentou grande similaridade 

com o padrão ouro. Deste modo, o método sonoro mostrou ser mais eficiente 

no registro dos dados das refeições. Com ele, é possível a gravação de 

informações em longos períodos, de modo contínuo, ocupando pouco espaço 
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de armazenamento de dados. A possibilidade de interpretação rápida e 

precisa, pode ser adaptada para a interpretação automatizada dos dados. 

Utilizando o método sonoro foi possível a discriminação e sacrifício dos 

animais em momentos considerados metabolicamente particulares. Em termos 

do estudo, associando o comportamento alimentar com o estado metabólico 

(fome-saciedade), observou-se que os animais agrupados com fome e 

saciados sempre tinham o seu estado metabólico associado a peculiar 

expressão dos neurônios POMC, NPY e IRS2 no ARC. 

Estudando ratos hiperfágicos em modelo de obesidade induzida por 

dieta rica em ácidos graxos Farley e colaboradores (2003) demonstraram que o 

maior consumo de ração se dá pelo aumento da duração, e não do número de 

refeições. Os dados obtidos nesse trabalho com o uso do modelo sonoro 

confirmam este padrão de alimentação, e apontam também para a diminuição 

do intervalo entre as refeições no grupo sobrepeso. Os intervalos poderiam ser 

menores simplesmente pela maior duração das refeições, porém, a expressão 

do neuropeptídeo POMC no ARC, sugerem a saciedade como uma possível 

causadora desta relativa diminuição. Embora a variação intergrupo, entre os 

estados de fome-saciedade, não tenham sido estatisticamente significativas, a 

menor expressão no grupo sobrepeso em relação ao grupo controle sugere 

que o POMC pode estar influenciando neste processo. 

A simplificação da obtenção dos dados e interpretação dos resultados, e 

a possibilidade de regressão a funções periódicas relativamente simples, como 

a função senoidal e a série de Fourier empregadas neste trabalho, pode servir 

de subsídio para o desenvolvimento de um sistema semi-automatizado que 

auxilie pesquisas sobre ritmos circadianos da alimentação em ratos. A 

modelagem computacional de ritmos circadianos já foi feita por alguns autores 

(Cardoso et al., 2009; Roenenberg et al., 2008) e a adaptação de um modelo 

para a análise dos dados em tempo real, com características preditivas em um 

algoritmo computacional é uma meta a ser cumprida pelo nosso grupo. Alguns 

autores afirmam que o ritmo intradiano das refeições se reproduz nos períodos 

circadianos (Davidson et al., 2005; Landry & Mistlberger, 2007). Isto possibilita 

a tomada de decisão baseada na probabilidade do espécime estar ou não se 

alimentando em determinado momento do dia seguinte, permitindo ao 

pesquisador o planejamento de um experimento. Por exemplo, a associação 
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entre as influências externas na organização do ritmo circadiano. Alterações do 

ritmo por alteração da luz em freqüência e intensidade poderiam agir nos 

núcleos da amígdala em específicos “clock genes”, reorganizando padrões 

alimentares. Em nosso estudo a luz foi mantida constante, o que talvez indique 

a existência de outros fatores indutores da reorganização do padrão de 

alimentação. 

Também, além da compreensão da dinâmica hipotalâmica e sua 

reorganização durante a constituição do processo de fome-saciedade, no qual 

alterações endócrinas podem ser estudadas, a integração com centros 

superiores do sistema nervoso central, como por exemplo, o núcleo da Raffe 

(Takase & Nogueira, 2008) poderiam se aproveitar da metodologia 

desenvolvida pelo nosso trabalho. 

Há consenso de que a homeostase energética é controlada basicamente 

pela circuitaria neuronal do hipotálamo ligada a mecanismos corticais 

responsáveis pela memória e fatores associados à motivação, situados nas 

regiões límbicas e do córtex cerebral. A organização integrada de tais áreas do 

SNC permite a constituição do ato alimentar (Ahima & Antwy, 2008). Em nosso 

trabalho demonstramos que variações nutricionais no início da vida se refletem 

no adulto, em termos da organização de seus padrões de alimentação. Ainda 

que restrito no estudo do padrão circadiano de alimentação, o método sonoro 

desenvolvido em nosso trabalho, amplia as possibilidades de estudos futuros 

nos quais se possa observar e analisar de forma mais integrada e com menor 

intervenção experimental, os aspectos biológicos da modulação do 

comportamento alimentar. 
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Conclusões 
A programação metabólica, comprovada pela glicemia, insulinemia e 

leptinemia, e expressão diferenciada dos neuroreceptores POMC, NPY e IRS2 

no ARC, também determinou o comportamento alimentar diferenciado, 

hiperfáfico e anacrônico, nos ratos sobrepeso. Este aumento de consumo se 

deu pelo aumento de duração das refeições. 

A expressão do NPY, associada à expressão do POMC e do IRS2 no 

ARC, ainda que inspirem novas investigações, indicam que a regulação do 

apetite está associada à saciedade, em mecanismo de médio a longo prazo, 

visto que a expressão de POMC, e IRS2 não variou na comparação dos 

animais sacrificados com fome, em relação aos sacrificados em estado de 

saciedade. A análise de animais em momentos de refeição e de períodos 

maiores após as refeições, associados aos resultados aqui encontrados, 

podem trazer novas informações sobre a dinâmica de expressão destes 

neuroreceptores. 

Os estudos de ritmo circadiano das refeições devem ser baseados no 

comportamento alimentar dos animais, visando à eliminação de variáveis 

indesejadas na análise dos dados. Neste aspecto, o método proposto neste 

trabalho, baseado no som da roída dos animais, foi comprovadamente 

eficiente. 

A regressão a uma função senoidal dos dados de início, associados à 

duração das refeições, mostrou ser precisa na comparação do comportamento 

alimentar entre dois grupos, pois, pela análise estatística das amplitudes e 

comprimentos de onda, comprovou a diferença entre os animais controle e 

sobrepeso, já demonstrada pela análise do tamanho e intervalo entre as 

refeições. 

O método baseado no som da roída dos animais, comprovadamente 

eficiente na detecção do estado de fome-saciedade dos ratos, poderá ser 

aplicado a diversos tipos de estudos experimentais que envolvam distúrbios 

alimentares. 
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 ANEXO I – Ficha de Registro do Experimento XLV. Ao lado do peso inicial dos 
animais, a anotação E ou D indicaram a gaiola da Esquerda ou Direita em que 
o animal foi confinado para a gravação dos experimentos 
. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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