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RESUMO 

Alterações nos ritmos circadianos estão envolvidas no desenvolvimento de transtornos 

metabólicos como obesidade e síndrome metabólica. Além disto, fatores ambientais como o 

consumo de alimentos altamente palatáveis ricos em gordura e a exposição a situações 

estressantes podem contribuir na incidência e severidade destas doenças crônicas. Neste 

estudo avaliamos os efeitos da associação de modelos animais de obesidade e estresse crônico 

sobre o padrão temporal dos níveis séricos de marcadores adipogênicos (adiponectina, leptina, 

triglicerídeos e colesterol total) e de corticosterona (para controle do modelo de estresse 

crônico) de ratos. Adicionalmente, para controle da eficácia do modelo de obesidade os 

seguintes parâmetros foram avaliados: ganho de peso (avaliação semanal); o delta de peso e o 

Índice de Lee e o peso de frações de tecido adiposo (mesentérico, MAT; subcutâneo, SAT; e 

pericárdico, PAT).  Foram utilizados 98 ratos Wistar machos com 60 dias de idade tratados 

por 80 dias e divididos em 4 grupos: dieta padrão (C), dieta hipercalórica (dieta de cafeteria) 

(D), estresse crônico (estresse crônico por restrição 1h/dia/5 dias por semana, entre as 9h e as 

12h) associado a dieta padrão (E), e estresse crônico associado a dieta hipercalórica (DE). Os 

animais foram mortos em 3 períodos do dia (7h -ZT0, 19h - ZT12 e 1h - ZT18). Nossos 

resultados comprovam que a exposição crônica a dieta hipercalórica é um modelo eficaz na 

indução de obesidade e de síndrome metabólica em ratos, aumentando o delta de peso, o 

índice de Lee, peso de frações de tecido adiposo, e os níveis de triglicerídeos e leptina. 

Adicionalmente confirmam a presença de um padrão temporal na liberação de triglicerídeos, 

corticosterona, adiponectina e leptina em animais controles. O estresse crônico reduziu o delta 

de peso, peso do tecido adiposo mesentérico e os níveis de triglicerídeos, colesterol total e de 

leptina. Houve interação entre estresse crônico e obesidade em colesterol total, e houve 

interação entre os pontos temporais e obesidade nos níveis de adiponectina e corticosterona, 

também houve interação entre os pontos temporais e estresse crônico nos níveis de leptina. 

Concluindo, ambos os parâmetros foram capazes de alterar o padrão temporal de 

triglicerídeos e leptina. Assim, o impacto da dessincronização de um organismo com fatores 

ambientais contribuem para o desenvolvimento de doenças metabólicas como obesidade e 

síndrome metabólica.   

 

Palavras-chave: Ritmos circadianos, obesidade, síndrome metabólica, dieta hipercalórica e 

estresse crônico. 
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ABSTRACT 

 Changes in the circadian rhythms are involved in the development of metabolic disorders 

such as obesity and metabolic syndrome. Furthermore, environmental factors such as 

consumption of highly palatable food rich in fat and exposure to stressful situations may 

contribute to the incidence and severity of these diseases. In this study we evaluated the 

effects of the association animal models of obesity and chronic stress on the temporal pattern 

of serum levels of adipogenic markers (adiponectin, leptin, triglycerides and cholesterol), and 

of corticosterone (to control of chronic stress model) of rats. Additionally, to control the 

efficacy of obesity model the following parameters were evaluated: weight gain (weekly 

evaluation), the delta weight, the Lee index, and the weight fractions of adipose tissue 

(mesenteric, MAT; subcutaneous, SAT and pericardial, PAT). A total of 98 male Wistar rats 

at 60 days of age treated for 80 days and divided into 4 groups: standard diet (C), hypercaloric 

diet (cafeteria diet) (HD), chronic stress (chronic stress by restraint 1h/day/5 days a week 

between 9am and 12pm) associated with the standard diet (S), and chronic stress associated 

with hypercaloric diet (SHD). The animals were killed at 3 time points (7:00 a.m. -ZT0, 7:00 

p.m. - ZT12 e 1:00 a.m. - ZT18). Our results show that chronic exposure to hypercaloric diet 

is an effective model to induce obesity and metabolic syndrome in rats, increasing the weight 

delta, Lee index, weight fractions of adipose tissue, triglycerides and leptin levels. 

Additionally, it was confirmed the presence of a temporal pattern in the release of 

triglycerides, corticosterone, adiponectin, leptin in naïve animals. The chronic stress reduced 

weight delta, the mesenteric adipose tissue weight and levels of triglycerides, cholesterol and 

leptin. There was interaction between chronic stress and obesity in the total cholesterol, and 

there was interaction between time points and obesity in adiponectin and corticosterone 

levels, also there was interaction between time points and chronic stress in leptin levels. In 

conclusion, both parameters were able of desynchronize the rhythms of leptin and 

triglycerides on temporal pattern. Thus, the impact of desynchronization of an organism with 

environmental factors contributes to the development of metabolic diseases such as obesity 

and metabolic syndrome. 

 

Keywords: Circadian rhythms, obesity, metabolic syndrome, hypercaloric diet and chronic 

stress. 
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INTRODUÇÃO 

 

Cronobiologia é a ciência que estuda as características temporais dos seres vivos em 

todos os seus níveis de organização, investigando e quantificando mecanismos de estruturas 

temporais biológicas. Os ritmos biológicos são indispensáveis para a manutenção da saúde e 

bem estar do organismo por permitirem temporização ótima das atividades biológicas, no 

contexto dos ciclos geofísicos e ambientais, e por fornecerem um arcabouço para a 

organização temporal da fisiologia e do comportamento, contribuindo, desse modo, para a 

manutenção de um meio interno equilibrado (Wollnik, 1989). Além disto, ritmos biológicos 

apresentam frequências que podem variar de milissegundos até anos, sendo geneticamente 

determinados, evolutivamente conservados e endogenamente gerados (Cardoso, 2009). 

Oscilações periódicas que variam de 20 a 28 horas são chamadas de ritmos circadianos. Estas 

oscilações circadianas são encontradas em outras partes do cérebro e nos tecidos periféricos e 

são, pelo menos em parte, coordenadas e sincronizadas pelo relógio central (Hastings, 2007). 

Ritmos circadianos recebem informações do ambiente externo, sobretudo do ciclo claro-

escuro, e do ambiente interno associado com as reações fisiológicas que ocorrem no 

organismo (Hanifin & Brainard, 2007). A influência das oscilações periódicas em processos 

biológicos tem despertado o interesse de pesquisadores de diversas áreas da ciência 

(Ichikawa, 2001), uma vez que os fenômenos periódicos circundam toda a nossa existência. 

A alimentação, o metabolismo de lipídios e de glicose, a temperatura corporal e as 

taxas metabólicas estão sujeitos à regulação circadiana a qual visa sincronizar a energia 

disponível e o gasto necessário para mudanças no meio externo de acordo com a fase claro-

escuro. Adicionalmente, muitos hormônios envolvidos no metabolismo, como a adiponectina, 

leptina, insulina, glucagon, cortisol (em humanos), corticosterona (em ratos), melatonina e a 

grelina exibem oscilação circadiana (Froy, 2007), sugerindo um papel importante para os 

ritmos circadianos no controle de várias funções no organismo, incluindo adipogênese, 

metabolismo energético e regulação imune. 

Nos mamíferos, os ritmos são controlados por um grupo de estruturas, incluindo o 

núcleo supraquiasmático (NSQ), o folheto intergeniculado (IGL) e a glândula pineal (Bob & 

Fedor-Freybergh, 2008). Este relógio comunica-se com o meio ambiente recebendo 

informações fóticas da retina e controlando o organismo através de vias neurais e humorais. A 

principal função da glândula pineal é produzir o hormônio do escuro, a melatonina, que 

prontamente é liberada na corrente circulatória. Este hormônio é o principal marcador do 
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ritmo circadiano, temporizando as atividades do organismo (Markus, et al, 2007). A luz 

exerce um papel fundamental na complexidade do ritmo circadiano. Especificidades 

geográficas da luminosidade podem ser relevantes no processo de adaptação, fortalecendo ou 

enfraquecendo o impacto de componentes da rede circadiana que podem influenciar as 

diferentes respostas orgânicas, incluindo a resposta ao estresse (Moser et al., 2006). O estresse 

também está entre os mais importantes reguladores exógenos dos ritmos circadianos (Albers, 

2001; Hauffa, 2001). Deve-se notar que, sobre certas condições, por exemplo, quando a 

tensão é grave ou crônica, a organização e regulação das respostas ao estresse podem ser 

interrompidas.  

Exposição ao estresse ativa o eixo Hipotálamo-Hipófise-Adrenal (HHA) resultando 

no aumento da secreção de hormônio liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotálamo, de 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela hipófise anterior e de glicocorticóides (cortisol 

em humanos e corticosterona em ratos) pelo córtex da adrenal (De Kloet et al., 1993). Os 

Glicocorticóides (GCs) são hormônios catabólicos que contribuem na mobilização de 

substratos energéticos, com finalidade de recuperar lesões teciduais e promover a homeostase, 

provocando distribuição anômala de gordura, principalmente em região abdominal (Pauli et 

al., 2006). Marcadores adipogênicos como adiponectina, leptina e as lipoproteínas circulantes, 

estão sob a influência de relógios endógenos respondendo a diferentes variações de 

intensidade de luz e podem desencadear alterações fisiológicas, bioquímicas e 

comportamentais (Hastings et al., 2003; Goldbeter, et al., 2010). 

Ritmos circadianos desempenham um importante papel em manter e coordenar 

processos biológicos necessários para o funcionamento eficiente de um organismo, no entanto 

rupturas dos ritmos circadianos podem levar a desordens metabólicas como diabetes, doenças 

cardiovasculares e síndrome metabólica (Ramsey et al., 2007; Straif et al., 2007). Síndrome 

Metabólica (SM) envolve a presença de obesidade central, dislipidemia, hiperglicemia e 

hipertensão entre outras alterações (Lorenzo et al., 2007). Obesidade é caracterizada pelo 

acúmulo excessivo de tecido adiposo e está associada com o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares e distúrbios metabólicos, como a intolerância à glicose, hiperinsulinemia, 

diabetes tipo 2, dislipidemia e hipertensão (Eikelis et al., 2003). Embora as causas da 

obesidade sejam complexas, a crescente disponibilidade de alimentos altamente palatáveis, 

caloricamente densos e ricos em gordura, em conjunto com estilo de vida mais sedentário têm 

tido um papel determinante para crescente prevalência da SM e suas complicações. (Stein et 

al., 2004). Em síntese, o sistema circadiano está fortemente ligado a processos que controlam 

o metabolismo, e o rompimento no relógio circadiano ou desajustes no metabolismo 
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predispõem a distúrbios metabólicos como a obesidade e a SM. Neste contexto, é de extrema 

importância o desenvolvimento de estudos com modelos em animais que possibilitem uma 

melhor compreensão do funcionamento e da dinâmica dos ritmos biológicos na regulação de 

atividades fisiológicas, como a alimentação e o gasto energético, bem como o efeito da 

exposição a estresse crônico e da dieta nestes padrões temporais. Estes estudos vêm 

proporcionar substrato para novas e importantes aplicações clínicas na área da cronobiologia, 

tanto no desenvolvimento quanto na utilização de fármacos para o tratamento de doenças 

metabólicas. 
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2.1 ESTRATÉGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR INFORMAÇÕES 

 

Nesta revisão de literatura buscou-se apresentar os principais aspectos da síndrome 

metabólica, estresse crônico, ritmo circadiano e a relação com marcadores adipogênicos. A 

estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: MEDLINE (site PubMed), LILACS, 

SciELO. Foram selecionados artigos publicados entre 1990 e 2012, além disso, livros-texto e 

monografias foram utilizados para esclarecer questões relevantes ao assunto. 

Nos sites PubMed, LILACS, SciELO e Banco de Teses da CAPES foram realizadas 

buscas utilizando os  termos: metabolic syndrome, chronic stress, circadian rhythm, 

adiponectin, leptin, corticosterone e lipid profile. Em relação ao termo metabolic syndrome, 

foram encontrados 26.014 artigos no PubMed e 885 artigos no LILACS, já no SciELO foram 

encontrados 668 artigos. Utilizando-se o termo: chronic stress foram encontrados 4.115 artigos 

no PubMed, 52 artigos no LILACS e 50 no SciELO. Com o descritor circadian rhythms a 

busca no PubMed encontrou 8.146 artigos, 45 no LILACS e 57 no SciELO. Com o descritor: 

adiponectin o site PubMed identificou 10.220 artigos, no LILACS 95, e no SciElo 87 artigos. 

Para Leptin, foram encontrados 22.433 no PubMed, 314 no LILACS e 224 no SciELO. Em 

relação à Corticosterone, 27.239 artigos foram encontrados no PubMed, 90 no LILACS e 49 

no SciELO. Por último, a busca simples de Lipid Profile revelou 159 artigos no PubMed,  70 

no LILACS e 37 no SciELO. 

Refinando-se a busca, com cruzamentos entre as palavras-chave foi encontrado um 

reduzido número de artigos como mostrado na Figura 1. 
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FIGURA 1: Fluxograma da pesquisa realizada sobre o tema nas principais bases de dados. 
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2.2. CRONOBIOLOGIA  

 

Cronobiologia é uma área do conhecimento que estuda as características temporais 

da matéria viva, em todos os seus níveis de organização (Halberg, 1969). As primeiras 

descrições dos ritmos biológicos encontrados na natureza constam desde a antiguidade, mas 

somente em 1960 a cronobiologia foi caracterizada como disciplina científica (Pittendrigh, 

1960). Como organização temporal compreende-se a capacidade dos seres vivos de 

expressarem seus comportamentos e controlarem sua fisiologia de uma forma recorrente e 

periódica (Araujo & Marques, 2002). A essa recorrência periódica damos o nome de ritmos 

biológicos.  

Todos os seres vivos estão expostos a variações cíclicas que ocorrem no meio 

ambiente, como a alternância dia-noite, as variações de temperatura e as estações do ano. Para 

a sua adaptação, alguns mecanismos desenvolvidos ao longo da sua evolução permitem 

antecipar e ajustar os seus processos fisiológicos às alterações rítmicas e cíclicas, preparando 

adequadamente esses ritmos biológicos (Martínez-Carpio, 2004). Tais ritmos biológicos são 

mencionados como circadianos (do Latim “circa diem”, que significa “cerca de um dia”). 

Todavia, nos organismos também estão presentes ritmos com períodos inferiores a 20 horas, 

conhecidos como ritmos ultradianos (exemplos são os ritmos de batimentos cardíacos, 

respiração e disparo de neurônios, entre outros) e ritmos cujo período é superior a 28 horas e 

são denominados ritmos infradianos (ciclo menstrual humano e ciclos estrais em roedores) 

(Marques, 2003). 

Para que haja uma ritmicidade circadiana é necessário que uma estrutura proceda 

como um marcapasso capaz de gerar oscilações de aproximadamente 24 horas (Markus et al., 

2003) e também relógios periféricos atuando e desempenhando papéis importantes (Duguay 

&Cermakian, 2009). Marcapassos podem ser determinados como osciladores primários 

endógenos que exibem um padrão oscilatório geneticamente determinado e autossustentado, 

mesmo na ausência de pistas temporais externas (Markus et al., 2003). No hipotálamo, dois 

pequenos aglomerados de neurônios constituem os marcapassos geradores da ritmicidade 

circadiana em mamíferos, representados pelos relógios biológicos circadianos que são os 

núcleos supraquiasmáticos (NSQ) (Markus et al., 2003) (Figura 2). 
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Figura 2. Posicionamento dos Núcleos Supraquiasmáticos (NSQ) no sistema nervoso humano 

e conexões entre a retina e a glândula pineal. Fonte: 

http://healthysleep.med.harvard.edu/image/200. 

 

O NSQ recebe informação fótica diretamente através do trato retino-hipotalâmico, 

sincronizando-o para as 24 horas; este, por sua vez, coordena a ação dos osciladores presentes 

em outras áreas cerebrais e nos órgãos periféricos, como fígado, rim, pulmão, coração, entre 

outros, denominados como osciladores periféricos. Estes osciladores sincronizados, por sua 

vez, regulam os ritmos locais na fisiologia constituindo-se como entidades multi-oscilatórias 

(Reppert et al., 2001). As respostas a estas oscilações ocorrem por vias eferentes neurais e 

humorais (Richter et al., 2004). A eferência neural para os órgãos periféricos abrange o 

sistema nervoso autonômico, principalmente via sistema nervoso simpático, por meio da 

conexão dos NSQ à coluna intermediolateral da medula (Bartness et al., 2001). A melatonina 

é responsável pela eferência humoral. A pineal é parte integrante do sistema de temporização 

endógeno, constituindo o principal meio de comunicação entre o meio externo (ciclo claro-

escuro) e os sistemas internos (nervoso central e endócrino). A síntese e secreção da 

melatonina ocorrem durante o período noturno, sendo suprimida pela luz (Lavie, 2001). 

O ajuste entre o relógio biológico e o meio ambiente é realizado via neural (Markus 

et al., 2003), ocorrendo diariamente e é fundamental para sincronizar o sistema circadiano ao 

período de aproximadamente 24 horas (Hofstra e de Weerd, 2008). Os eventos externos que 

http://healthysleep.med.harvard.edu/image/200
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são capazes de promover o ajustamento das variáveis circadianas foram designados por 

Aschoff como zeitgeber (palavra alemã que significa “doador do tempo”). Um potente 

“Zeitgeber” ou ZT é a alternância claro-escuro. Outros zeitgebers compreendem temperatura, 

interação social e comportamento alimentar (Moser et al., 2006b; Smolensky e Peppas, 2007). 

Os ritmos de 24 horas da fisiologia e do comportamento são influenciados por vários fatores 

ambientais como horários de alimentação, fatores genéticos e interações sociais, como as 

condições de luz. Nos seres vivos, há necessidade de sensores que percebam a variação 

temporal (Ohdo, 2007). Além disto, a presença de sistemas humorais e neurais é necessária 

para que informem a todo organismo o estado de iluminação ambiental para que possam 

acompanhar estas variações. 

Assim, o sistema de temporização dos vertebrados abrange três elementos 

fundamentais como componentes capazes de perceber pistas/dicas ambientais (aferências), 

uma estrutura marcapasso de ritmos (relógio biológico, o NSQ) e vias de comunicação neural 

e hormonal (eferências) das informações para órgãos periféricos e tecidos (Boden e 

Kennaway, 2006) (Figura 3).  

 

Figura 3: Principais mecanismos envolvidos no sistema de temporização circadiana 

em mamíferos (Ishida et al., 2005). O ciclo atividade/repouso, tempo de alimentação e o ritmo 

da temperatura corporal, são influenciados diretamente pelos núcleos supraquiasmáticos. 
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Tem sido sugerido que a função do sistema rítmico circadiano é proporcionar uma 

organização temporal de processos fisiológicos e comportamentais de modo que gere uma 

efetiva adaptação do organismo às variações ambientais (Moore-Ede, 1986; Hastings et al., 

2003). Por exemplo, ao avançar a noite, o hormônio melatonina é secretado e a temperatura 

corporal diminui para facilitar o sono, que promoverá a secreção do hormônio do crescimento, 

assim como o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) que é ativado para preparar o 

organismo antes do amanhecer para o despertar (Hastings, 1991). 

A produção e liberação dos hormônios são distribuídas em um ciclo de 24h, o qual 

pode sofrer interferências do estilo de vida ou exposição a determinados fatores, como a luz 

durante a noite, atividades físicas ou alimentos em diferentes horários, causando transtornos 

no ritmo circadiano (Czeisler e Klerman, 1999). Trabalhadores noturnos, por exemplo, estão 

expostos a ciclos claro/escuros não habituais, resultando em transtornos circadianos no ciclo 

atividade/repouso, no comportamento alimentar e no ritmo social (Haus e Smolensky, 2006). 

Estes transtornos circadianos prejudicam o desempenho do indivíduo e podem levar a 

alterações em diversos sistemas, incluindo o metabolismo de lipídeos e de carboidratos e a 

secreção de glicocorticóides (Haus e Smolensky, 2006). Estudos têm demonstrado que 

trabalhadores noturnos exibem maior risco de desenvolverem doenças cardiovasculares, 

diabetes, obesidade e síndrome metabólica (Rüger e Scheer, 2009; Ramsey et al., 2007). 

A exposição noturna à luz é um fator dessincronizador do sistema circadiano. 

Existem algumas situações em que ocorre a dessincronização da ritmicidade alimentar, tendo 

em vista que a quantidade, a qualidade e o horário das refeições parecem ser motivados por 

reflexos condicionados (Bernardi et al., 2009). Assim, ritmos circadianos e diurnos afetam a 

ingestão alimentar. Muitos comportamentos, incluindo a ingestão energética, variam em nível 

e intensidade ao longo do dia nesses processos. Alteração nos níveis de adipocinas é 

considerada um importante mecanismo capaz de alterar o padrão de ingestão alimentar e levar 

a desajustes nutricionais. A ritmicidade e o sincronismo na secreção destas adipocinas são 

importantes para o padrão diário das refeições (Crispim et al., 2007). A instabilidade na 

ritmicidade circadiana, com repetida dessincronização/ressincronização, pode enfraquecer os 

mecanismos homeostáticos (Kern, 1996). Um exemplo deste fenômeno é a exposição a 

situações de estresse, cada vez mais comum na organização da sociedade atual. Desta forma, 

o ritmo circadiano tem se mostrado importante na prática dos cuidados relacionados ao 

processo de saúde e doença.  

Finalmente, é importante ressaltar que a cronobiologia tem colaborado para um 

melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na manifestação dos ritmos biológicos e 
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suas interações com os ritmos ambientais, nas respostas fisiológicas e comportamentais. Por 

conseguinte, estudos cronobiológicos podem contribuir com diferentes áreas do conhecimento 

na compreensão de patologias e terapêuticas. 

 

2.3. ESTRESSE CRÔNICO 

 

Em 1936, Hans Selye definiu o estresse como uma resposta estereotipada, não 

específica, do corpo a mudanças no ambiente externo ou interno. As respostas aos eventos 

estressantes foram chamadas de síndrome de adaptação geral (Selye, 1974), compreendendo 

uma grande variedade de alterações fisiológicas, comportamentais, emocionais e cognitivas. 

Além disso, para promover o enfrentamento e reduzir o impacto do estressor, estas respostas 

são geralmente organizadas e bem reguladas (Goshen et al., 2003). Portanto, a ativação de 

sistemas envolvidos com estresse leva a mudanças comportamentais e periféricas que buscam 

manter a homeostase, aumentando a chance de sobrevivência (Tsigos & Chrousos, 2002). 

Os eixos HHA e simpático-adrenal (SA) são ativados mediante uma ampla variedade 

de estressores. Como resposta imediata, a taxa de descarga dos neurônios simpáticos é 

alterada resultando na liberação de catecolaminas no sangue (Kevetnansky et al., 1993). Um 

regulador da resposta ao estresse é o eixo HHA: o estresse provoca a liberação do hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH) no núcleo paraventricular hipotalâmico (PVN) que libera o 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela hipófise anterior. O ACTH induz a secreção de 

glicocorticóides (GCs), cortisol para humanos e corticosterona para ratos, pelo córtex da 

adrenal (de Kloet et al., 1993; Einarsson et al., 2008). Os GCs inibem a liberação e a síntese 

de ACTH por atuarem no hipocampo, hipotálamo e hipófise, exercendo retroalimentação 

negativa sobre a liberação de ACTH (Nestler et al., 2002) (Figura 4). O eixo HHA é 

responsável pela resposta à exposição ao estresse crônico, desencadeando alterações na 

reatividade neuroendócrina aos estressores subsequentes (Ostrander et al., 2006).  

 Exposições sucessivas ao estresse com intensidade moderada produzem atenuada 

responsividade do HHA gerando uma habituação ao estressor. No entanto, em presença de um 

novo estressor, sua resposta pode estar aumentada, originando uma sensibilização, sendo 

ambos considerados mecanismos adaptativos (Weiberg et al., 2009). Estresse agudo, em 

geral, não traz consequências adversas, sendo um processo adaptativo benéfico em certos 

casos (Esch et al., 2002). No entanto, quando repetido ou prolongado, o estresse adquire 

caráter crônico, podendo ser extremamente prejudicial (Sabban e Kvetnansky, 2001) e estar 

envolvido na gênese de muitas manifestações clínicas (Chrousos et al., 2007), como sintomas 
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de ansiedade, alterações na memória e aprendizado, bem como respostas emocionais alteradas 

(Perreau-Lenz et al., 2003; McEwen, 2000). A ativação crônica do eixo HHA tem sido 

associada a distúrbios metabólicos e alterações na homeostase energética (Bjorntorp, 2001; 

McEwen, 1998). O estresse também está entre os mais importantes reguladores exógenos dos 

ritmos circadianos (Albers, 2001; Hauffa, 2001). O eixo HHA é um sistema hormonal chave 

que está bem caracterizado no padrão circadiano. Sob a influência do estresse, este padrão é 

alterado e a homeostase relacionada à função neuroendócrina é interrompida, com um 

impacto negativo na saúde (Albers, 2001; Hauffa, 2001).  

Cortisol (humanos) ou corticosterona (roedores) é um hormônio GC produzido pelo 

córtex da glândula adrenal que apresenta um forte ritmo circadiano (Mohawk et al., 2007). O 

relógio biológico central (NSQ) é um dos responsáveis por originar esta ritmicidade 

circadiana, pois por meio de uma via multisináptica envolvendo os núcleos supraquiasmáticos 

e as glândulas adrenais as secreções provenientes do eixo HHA exibem um padrão circadiano 

(Buijs et al., 1999). Em humanos, a secreção noturna de ACTH e de cortisol se faz de modo 

pulsátil, alcançando seu nível mais baixo na primeira metade da noite e aumentando 

rapidamente ao aproximar-se o horário do despertar (entre 6h e 10h da manhã), quando sua 

secreção é máxima (Scheer et al., 1999). Em roedores, que são animais noturnos, a secreção 

de corticosterona ocorre no turno inverso, com pico plasmático no início da noite (Perreau-

Lenz et al., 2003). O eixo HHA apresenta um padrão pulsátil de secreção de CRH, ACTH e 

GCs. A secreção de GCs é altamente controlada e possivelmente as diferenças individuais de 

respostas das adrenais observadas também sejam consequências dos sistemas regulatórios que 

modulam o controle central do eixo HHA (Miller, Chen e Zhou, 2007). 

 O eixo HHA e o sistema circadiano interagem em vários níveis com seus 

hormônios, seguindo um padrão circadiano de liberação (Bailey e Heitkemper, 2001; 

Verhagen et al., 2004), sendo a magnitude da resposta ao estresse dependente da hora do dia 

(Bradbury et al., 1991). Do mesmo modo, os GCs atuam na manutenção do arrastamento 

circadiano nos tecidos periféricos, além de uma variedade de funções, incluindo a regulação 

do metabolismo de glicose, de gordura e de proteína, de ações anti-inflamatórias e 

imunossupressoras, bem como efeitos no humor e em funções cognitivas (Tempel e 

Leibowitz, 1994; von Zerssen et al., 1987). Os GCs têm intensa influência sobre o 

comportamento alimentar (la Fleur et al., 2004). Adicionalmente, dieta e período da 

alimentação têm um impacto no ritmo de sua secreção (Le Minh et al., 2001; Leal e Moreira, 

1997). Desajustes na sinalização de GCs têm sido implicados na patogênese de doenças, tais 

como diabetes e SM (Kotelevtsev et al., 1997; Masuzaki et al., 2001).  
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Estudos prévios suportam uma ligação entre o estresse e o aumento do consumo de 

alimentos palatáveis. O aumento do estresse na vida diária tem sido associado com uma maior 

motivação por tais alimentos (Zellner et al., 2006, Epel et al., 2001; Oliver et al., 1999). Há 

relatos de pessoas em situações de estresse que alteraram sua seleção de alimentos, ingerindo 

mais chocolate, doces, bolos e salgadinhos (alimentos conhecidos por “comfort foods”) 

(Gibson, 2006). Além disso, concentrações elevadas de GCs podem promover a liberação de 

CRH no núcleo central da amígdala, que é reduzido pelo consumo de alimentos palatáveis, 

constituindo desta maneira um ciclo de feedback negativo pelo qual o estresse leva à seleção e 

ingestão de alimentos palatáveis ricos em energia que, por sua vez, reduz o estresse (Dallman 

et al., 2005; Cottone et al., 2009). Estudos sugerem também que o estresse crônico está 

associado ao consumo de uma dieta rica em gordura (Dallman et al., 2003). Do mesmo modo, 

Epel et al. (2001) demonstraram que, sob condições de estresse crônico e agudo, os indivíduos 

apresentam um aumento na ingestão de alimentos hipercalóricos. Sabendo-se que o estresse 

tem efeitos profundos sobre o apetite, tanto em ratos quanto em humanos, perturbações na 

regulação do eixo HHA têm sido implicadas também em alterações metabólicas (Adam e 

Epel, 2007; Ramsey et al., 2007) e tem sido sugerida uma correlação entre o estresse e 

síndrome metabólica (Mikurube et al., 2005). 

Desta forma, a secreção de GCs está vinculada à fase de atividade do ritmo 

atividade/repouso, com níveis plasmáticos máximos coincidentes com o despertar do 

organismo (manhã para os animais diurnos e anoitecer para os noturnos) (Wilkinson, 2008). 

Em humanos, o ritmo circadiano do cortisol atinge o seu nível máximo nas primeiras horas da 

manhã, diminuindo durante o dia até alcançar níveis mínimos, ocorrendo um aumento durante 

a segunda metade da noite (Van Cauter, 1990). Nos animais noturnos, como os roedores, o 

aumento dos níveis de corticosterona no fim do período de inatividade serve para preparar o 

animal para um período de atividade, no qual a mobilização de fontes energéticas e o estímulo 

ao comportamento alimentar são imprescindíveis (Verhagen et al., 2004). 

Portanto, os níveis máximos e mínimos de cortisol podem ser utilizados para 

monitorar alterações no sistema temporizador circadiano (Van Cauter e Refetoff, 1985). 

Consequentemente, variações circadianas de GCs, como o cortisol e a corticosterona, são 

importantes para permitir uma rápida adaptação do organismo às mudanças ambientais a fim 

de conservar a homeostase (Mohawk et al., 2007). Assim, marcadores do ritmo circadiano 

como cortisol/corticosterona tornam-se ferramentas importantes para estudos clínicos (Mirick 

e Davis, 2008), pois permitem o monitoramento da organização rítmica circadiana dos 

organismos. 
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Figura 4: Representação esquemática da ativação de eixos hipotálamo-hipófise-

adrenal (HHA) e simpático-adrenal (SA) pelo estresse. PVN= núcleo paraventricular 

hipotalâmico (Autor desconhecido). 

 

2.4. SÍNDROME METABÓLICA 

 

A incidência de síndrome metabólica (SM) representa um espectro de desordens que 

têm aumentado de forma crescente em todo o mundo industrializado. A SM é composta por 

várias alterações metabólicas, incluindo obesidade central, dislipidemia, hiperglicemia e 

hipertensão. Esta síndrome tornou-se um desafio na saúde pública em todo mundo; uma 

estimativa de 25% a 40% de indivíduos entre 25 e 64 anos de idade tem síndrome metabólica 

(San Antonio Heart Study) (Lorenzo et al., 2007; Klein et al., 2007; Alberti et al., 2005; 

Zimmet et al., 2005). SM é também definida pela presença de componentes como elevados 

níveis circulantes de triglicerídeos, redução dos níveis de colesterol da lipoproteína de alta 

densidade (HDL), pressão arterial elevada, comprometimento na glicemia de jejum, elevada 

circulação de marcadores inflamatórios e/ou trombóticos ou redução dos níveis de moléculas 

anti-inflamatórias, tais como adiponectina que são marcadores de SM (Alberti et al., 2005; 

Zimmet et al., 2005). 
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Evidências sugerem que alterações no sistema circadiano e no sono podem participar 

na patogênese da doença (Knutson et al., 2007). Estudos clínicos epidemiológicos sustentam a 

hipótese de que uma das principais alterações no mundo industrializado que contribui para 

patogênese da SM envolve a introdução de luz artificial no trabalho noturno. O trabalho 

noturno é uma condição clínica comum indicativa de interações entre ritmos circadianos e 

metabolismo em seres humanos, sendo que estudos indicam que a maioria dos trabalhadores 

do turno da noite relata dificuldades em tolerar essa condição (Knutsson, 2003). 

Recentemente, em um estudo no qual os participantes foram submetidos a um desalinhamento 

circadiano (simulação do trabalho noturno), os pesquisadores observaram uma 

dessincronização circadiana, diminuíndo os níveis de leptina, resultando em hiperglicemia e 

hiperinsulinemia. Adicionalmente, o ritmo de cortisol foi diariamente invertido e foi 

constatado um aumento da pressão arterial (Scheer et al., 2009). Também é interessante 

observar que pacientes com diabetes demonstraram diminuição na amplitude dos ritmos de 

tolerância a glicose e secreção de insulina (Boden et al., 1999); de tal modo, a relação entre a 

interrupção circadiana e patologias metabólicas parece ser bidirecional em humanos, 

sugerindo que a perturbação circadiana pode levar a um ciclo vicioso e contribuir para o 

aumento e progressão da doença metabólica.  

Do mesmo modo, a obesidade resulta em desequilíbrio energético, promovendo 

consequências graves à saúde (Klein et al., 2007). Fatores genéticos e ambientais estão 

envolvidos no desenvolvimento da obesidade e síndrome metabólica. Entre os fatores 

ambientais, inclui-se a dieta, a qual pode contribuir na incidência e na gravidade dessas 

doenças crônicas (Afman e Müller, 2006). O excesso de ingestão alimentar e a inatividade 

física tornaram-se a base da crescente epidemia mundial de obesidade e síndrome metabólica, 

não só nas nações industrializadas, mas também nos países em desenvolvimento. O excesso 

alimentar é estimulado pela disponibilidade de alimentos ricos em gordura e açúcar. A 

obesidade e a alimentação rica em gordura também afetam o sistema circadiano em ratos, e 

dietas hipercalóricas têm sido utilizadas com sucesso para a reprodução de modelos 

experimentais de obesidade e síndrome metabólica (Estadella et al., 2004). Estudos em 

roedores mostram que esta dieta palatável rica em gordura promove hiperfagia voluntária, que 

resulta em rápido aumento de peso, aumento da massa adiposa e parâmetros pré-diabéticos 

como glicose e intolerância à insulina (Morris et al., 2008; Caimari et al., 2010; Heyne et al., 

2009). Além disso, há um acúmulo de gordura visceral (Polacow e Lancha, 2007) que 

provoca uma série de alterações metabólicas, como a produção de adipocinas como a 

adiponectina e leptina (Costa e Duarte, 2006; Rothenbacher et al., 2005). As adipocinas 
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desempenham um papel importante na homeostase energética, sensibilidade à insulina, 

resposta imunológica e doenças vasculares (Prins, 2002; Fantuzzi, 2005).  

O diagnóstico de SM é estabelecido pela presença de três dentre quaisquer dos cinco 

componentes entre os descritos pela National Cholesterol Education Program’s Adult 

Treatment Panel III - ATPIII (NCEP, 2001), segundo recomendação da I Diretriz Brasileira 

de Diagnóstico e Tratamento da Síndrome Metabólica [I-DBSM, 2005; SBH, 2004, SBC, 

2005, (Quadro 1)]. A Internacional Diabetes Federation desenvolveu novos critérios para o 

diagnóstico da SM (IDF, 2005), considerando a obesidade abdominal associada a dois ou 

mais componentes da SM (SBC, 2005) (vide Quadro 1). 

 

Fonte: SBC-Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2005. 

 

2.5. MARCADORES ADIPOGÊNICOS 

 

Nos últimos anos, o tecido adiposo branco tem sido reconhecido por desempenhar um 

papel central em vários estados patológicos, incluindo síndrome metabólica e obesidade. 

Além das suas funções primárias como um reservatório para o excesso de energia, o tecido 

adiposo também serve como um órgão endócrino, produzindo adipocinas, regulando 

importantes processos biológicos como metabolismo energético e respostas 

imune/inflamatórias (Wang et al., 2008). Este tecido é submetido à atuação de outros 

hormônios que promovem efeitos diversos, não só sobre o seu metabolismo, mas também na 

função endócrina e na regulação da adipogênese (Fonseca-Alaniz et al., 2006). A produção e 

liberação destes hormônios são distribuídas em um ciclo de 24 horas, o qual pode sofrer 

interferências do estilo de vida ou exposição a determinados fatores, como a luz durante a 

noite, atividades físicas ou alimentos em diferentes horários.  
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2.5.1 ADIPONECTINA 

 

É a mais abundante proteína secretada pelo tecido adiposo (Ahima, 2006; Kadowaki et 

al., 2006). É de produção específica pelos adipócitos, com função antiaterogênica e 

reguladora da homeostase dos lipídeos e da glicose. Adiponectina também potencializa a ação 

da insulina no fígado e reduz a produção de glicose hepática, além de induzir a oxidação de 

gorduras diminuindo os triacilgliceróis em nível hepático e muscular (Havel, 2004). Os níveis 

de adiponectina são inversamente relacionados com a massa de gordura, diminuindo à medida 

que o tecido adiposo aumenta (Arita et al., 1999; Ouchi et al., 1999). Tem sido demonstrado 

que essa proteína encontra-se reduzida no soro de indivíduos e roedores obesos ou resistentes 

à insulina. A queda da adiponectina plasmática (hipoadiponectinemia) é causada por 

interações de fatores genéticos e ambientais (Ohashi et al., 2004). Em indivíduos que 

apresentam baixos níveis circulantes de adiponectina foram observadas várias disfunções 

associadas como diabetes, aterosclerose, hipertensão, dislipidemias, sugerindo a existência de 

associação entre hipoadiponectinemia e estabelecimento de SM (Miyoschi et al, 2003). Do 

mesmo modo, recentes estudos mostram uma relação entre administração da adiponectina e 

redução do peso corporal (Qi et al., 2004). 

Há muitas evidências ligando regimes alimentares e componentes alimentares com 

alterações no sistema circadiano (Froy, 2007; Ramsey et al., 2007). Dietas hipercalóricas 

podem influenciar nas respostas do relógio biológico (Yanagihara et al., 2006) e as oscilações 

circadianas da adiponectina, que está envolvida no metabolismo, tornam-se interrompidas no 

desenvolvimento da obesidade e SM (Froy, 2007). Além da sua função como sensibilizadora 

da insulina, a adiponectina está implicada na patogênese da maioria das principais patologias 

relacionadas à obesidade, incluindo hipertensão, aterosclerose, esteatose hepática, falência 

cardíaca, inflamação das vias aéreas e câncer de mama (Zhu et al., 2008). Os níveis de 

adiponectina são controlados por vários mecanismos, como a secreção de adiponectina pelos 

adipócitos e a regulação por outras adipocinas inflamatórias (Tilg e Moschen, 2006; 

Fasshauer et al., 2003). 

 

2.5.2 LEPTINA 

 

A leptina é um hormônio produzido pelo tecido adiposo, tanto em roedores quanto em 

humanos (Eguchi et al., 2008), atuando como um fator de sinalização entre o tecido adiposo e 
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o SNC (Da Mota e Zanesco, 2007), agindo fundamentalmente no hipotálamo. Promove a 

redução na ingesta alimentar e o aumento do gasto energético, regulando a função 

neuroendócrina e o metabolismo da glicose e de gorduras (Romero et al., 2006). Além disso, 

inibe a expressão do neuropeptídeo Y (NPY) e Agouti related peptide (AgRP), envolvidos nos 

mecanismos de aumento da ingestão alimentar e de ação redutora no gasto energético (Banks 

et al., 2002). Recentemente foi relatado que a inibição da expressão do receptor de leptina em 

adipócitos poderia produzir muitos dos sintomas que acompanham a deficiência total de 

leptina (Huan et al., 2003).  

O papel da leptina na regulação do peso corporal é evidenciado em modelos animais 

com deficiência de leptina, observando-se que a falta de leptina provoca obesidade, tanto em 

humanos como em roedores (Ioffe e Moon, 1998; Montague et al., 1997). Na maioria dos 

casos de obesidade, a leptina é secretada na proporção da massa de gordura, tal que os níveis 

circulantes de leptina correlacionam-se com a adiposidade corporal (Maffei et al., 1995; 

Considine et al., 1996; Frederich et al., 1995). Por conseguinte, sujeitos obesos têm elevados 

níveis de leptina associados com redução na sensibilidade deste hormônio (Maffei et al., 

1995). Estudos sugerem que alterações na ação da leptina na região hipotalâmica poderiam 

estar relacionadas com a suscetibilidade no desenvolvimento da obesidade (Levin et al., 2004; 

Tulipano et al., 2004).  

A leptina é controlada por diversas substâncias, como insulina, GCs e citocinas pró-

inflamatórias. Assim, um aumento nos níveis desta reduz a ingestão alimentar, enquanto 

níveis mais baixos induzem à alimentação (Stunkard et al., 2003). Os níveis de concentração 

da leptina encontram-se aumentados durante a noite em indivíduos com hábitos diurnos e 

peso saudável (Qin et al., 2003). Dietas hipercalóricas provocam um aumento nos níveis 

séricos de leptina e do peso corporal (20%) quando comparada com a dieta padrão, como 

ilustrado em roedores (Moraes et al., 2003), sugerindo que a leptina está envolvida no 

controle de feedback de ingestão de gordura. 

Estudos em ratos mostraram que a leptina apresenta oscilações circadianas em 

concentrações plasmáticas, com picos plasmáticos tardios que ocorrem no período escuro 

(período ativo) e o seu nadir (menor nível, no fim do período de luz). Uma vez que o período 

escuro representa também o período alimentar ativo em roedores, os resultados sugerem que o 

ritmo circadiano expresso na leptina pode ser um comportamento antecipatório, com níveis 

mais baixos do hormônio no início do período alimentar para facilitar a alimentação máxima 

durante este período e os níveis aumentando gradualmente até a concentração máxima no 
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final do período de alimentação para facilitar a supressão da ingestão de alimentos durante o 

período inativo (Sánchez et al., 2004). 

 

2.5.3 PERFIL LIPÍDICO 

 

Muitos trabalhos têm discutido qual deve ser a composição ideal da dieta da 

população em geral. Não é sabido, tampouco, se a substituição de gorduras por carboidratos 

pode trazer benefícios e até que ponto é plausível restringir a ingestão de lipídios, aumentando 

o consumo de carboidratos, sem causar efeitos adversos no perfil lipídico e na adiposidade 

corporal. Assim, a importância do processo de lipogênese de novo é o possível papel no 

desenvolvimento de dislipidemias e no acúmulo de gordura corporal (Schutz, 2004b). Estudo 

realizado em 1973 mostrou que alimentos ingeridos em um tempo incomum podiam provocar 

diferentes efeitos metabólicos (Nelson, Cadotte e Halberg, 1973). O perfil lipídico é afetado 

pelo hábito alimentar, percentual de gordura na dieta diária e sua saturação, percentagem de 

açúcares simples e exercício (Tsai et al., 2003; Afrasiabi et al., 2003). Dietas ricas em lipídios 

foram usadas em combinação com estresse em alguns estudos (Starzec et al., 1981; Hershock 

e Vogel, 1989) e foi observado um aumento da atividade do eixo HHA com ingestão da dieta 

com alto teor de gordura (Tannenbaum et al., 1997;. Kamara et al., 1998; Clement et al., 

2002). Alterações nos níveis de lipídios circulantes têm ligação com distúrbios metabólicos. 

Dietas hipercalóricas estão associadas com obesidade e SM. Do mesmo modo, SM abrange 

hipertrigliceridemia, diminuição das lipoproteínas de alta densidade (HDL), aumento da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), produção anormal de glicose, hiperinsulinemia e 

resistência à insulina (Reaven, 1988).  

Estudos mostram que rupturas nos padrões de sono, muitas vezes ligadas ao estilo de 

vida, estão associadas com aumento da gordura corporal e alterações no metabolismo. 

Trabalho noturno, por exemplo, é caracterizado por mudanças nos ritmos biológicos 

(Yamasaki et al., 1998; Kitamura et al., 2002). Trabalhadores noturnos aumentam o risco de 

hipertensão (Kitamura et al., 2002), além disso, desencadeiam outros efeitos metabólicos 

como, obesidade abdominal, dislipidemia (diminuição do HDL colesterol e aumento dos 

triglicerídeos) e alterações na tolerância à glicose (Karlsson et al., 2003; Nagaya et al., 2002; 

Di Lorenzo et al., 2003), todos sugestivos de que o trabalho noturno pode contribuir para o 

desenvolvimento da SM. Similarmente, está bem estabelecido que haja uma significante 

relação entre o desenvolvimento da obesidade e parâmetros circulantes de lipídios. Estudos 

em ratos com peso normal sugerem o envolvimento de lipídios circulantes, particularmente 
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triglicerídeos (TG), que são marcadamente elevados pela administração de uma dieta 

hipercalórica comparado com dieta padrão e são encontrados por estimular peptídeos 

hipotalâmicos conhecidos por aumentar a alimentação (Chang et al., 2007; Gaysinkaya et al., 

2007). Outras evidências sugerem que níveis elevados de triglicerídeos podem ter impacto 

sobre mecanismos cerebrais que controlam a alimentação e podem desta forma, contribuir 

com o desenvolvimento de hiperfagia, promovendo superalimentação e levando ao aumento 

do peso corporal, desenvolvendo alterações metabólicas que podem desencadear obesidade e 

síndrome metabólica (Chang et al., 2004; Onat et al., 2006; Gaysinkaya et al., 2007).  
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3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Considerando que a incidência de obesidade e de síndrome metabólica continua a 

aumentar no mundo industrializado e que essas patologias estão intensamente ligadas ao estilo 

de vida da sociedade atual submetida a altos níveis de estresse diário, ingestão de calorias em 

excesso, sedentarismo e a predisposição genética, resultando em perturbações do ritmo 

circadiano, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da associação de um modelo animal 

de obesidade e estresse crônico sobre o padrão temporal de marcadores adipogênicos em ratos 

Wistar.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Para avaliar o efeito de um modelo de estresse crônico por restrição associado a um 

modelo de obesidade no padrão temporal de marcadores adipogênicos em ratos Wistar os 

animais foram mortos em três horários: ZT0, ZT12 e ZT18. Zeitgeber time (ZT) é o tempo 

(em horas) referente ao início da fase clara, ou seja, ZT0 equivale ao horário das 7 horas da 

manhã, quando a luz do biotério era ligada e ZT12 ao horário das 19 horas da noite, quando a 

luz do biotério era desligada, sendo ZT18 equivalente à 1 hora da manhã. Para todos os 

horários, foram também utilizados animais controles (sem aplicação de estresse e expostos a 

dieta padrão).  

Foram avaliados, em soro de ratos, os padrões temporais de:  

 Adiponectina;  

 Leptina;  

 Corticosterona; 

 Colesterol Total e Triglicerídeos. 

Como controle da eficácia do modelo de dieta hipercalórica em induzir obesidade 

também foi avaliado o peso semanal, delta de peso (Δ= peso final – peso inicial), índice de 

Lee (razão entre a raiz cúbica do peso corporal (g), sobre o comprimento naso-anal (cm), para 

avaliação da massa corporal) e o peso de frações dos tecidos adiposos específicos: regiões 

mesentérica, subcutânea e pericárdica. 
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ABSTRACT 

Disorganization in the circadian system can lead to metabolic dysfunction in response to 

environmental alterations. Obesity and metabolic syndrome associated with chronic stressors 

triggers physiological and neuroendocrine changes with modifications of energy balance and 

adiposity. For the present study, we assess the effects of the association animal models of 

obesity and chronic stress on the temporal pattern of serum levels of adipogenic markers 

(adiponectin, leptin, triglycerides, total cholesterol) and of corticosterone (to control of 

chronic stress model) of rats. Additionally, we evaluated the weekly weight, the delta weight, 

the Lee index, and the weight fractions of adipose tissue (mesenteric, MAT; subcutaneous, 

SAT and pericardial, PAT) to control of hypercaloric diet induced-obesity model efficacy. 

Male Wistar rats analyzed at three time points: ZT0, ZT12 and ZT18 were divided into the 

following 4 groups: standard chow (C), hypercaloric diet (HD), stress plus standard chow (S), 

and stress plus hypercaloric diet (SHD). The animals of stress groups were subjected to 

chronic stress for 1 h per day, 5 days per week, during 80-days. Our results show that chronic 

exposure to hypercaloric diet is an effective model to induce obesity and metabolic syndrome 

in rats, increasing the weight delta, Lee index, weight fractions of adipose tissue, triglycerides 

and leptin levels. Additionally, it was confirmed the presence of a temporal pattern in the 

release of triglycerides, corticosterone, leptin and adiponectin in naïve animals. The chronic 

stress reduced weight delta, the mesenteric adipose tissue weight and levels of triglycerides, 

total cholesterol and leptin. There was interaction between chronic stress and obesity in the 

total cholesterol, and there was interaction between time points and obesity in adiponectin and 

corticosterone levels, also there was interaction between time points and chronic stress in 

leptin levels. In conclusion, both parameters were able of desynchronize the rhythms of leptin 

and triglycerides on temporal pattern. Thus, the impact of desynchronization of an organism 

with environmental factors contributes to the development of metabolic diseases such as 

obesity and metabolic syndrome.  

 

Keywords: Circadian rhythms, obesity, metabolic syndrome, hypercaloric diet and chronic 

stress.
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Introduction 

 

Chronic diseases such as obesity and metabolic syndrome, present pathogenesis 

related to genetic factors and environmental, including dietary habits and stressful situations 

(Bartolomucci et al., 2009). Worldwide changes in diet composition together with a more 

sedentary way of life may contribute to the incidence and severity of these diseases (Synder et 

al., 2004; Afman & Müller, 2006). The consumption of hypercaloric diet often has been 

appointed as responsible for the increase in adiposity (Jequier, 2002). While the causes of 

obesity are complex, the increasing availability of highly palatable foods rich in fat has played 

a key role (Stein et al., 2004). Feeding behaviors that trigger obesity include frequent 

consumption of fast food meals; intake of snacking (Piernas & Popkin, 2010); and sweetened 

beverages (Flood et al., 2006); and consumption of high-calorie foods, such as high-fat, low 

fiber foods (Ledikwe et al., 2005). This disease is characterized by excessive buildup of 

adipose tissue and has been linked with the development of cardiovascular and metabolic 

diseases, such as impaired glucose tolerance, hyperinsulinemia, type II diabetes mellitus, 

dyslipidemia, and hypertension (Eikelis et al., 2003).  

Beyond the wide variety of comfort foods that are available to people, there is also a 

high level of perceived stress in modern society (Dallman et al., 2003). The increasing stress 

of daily life can cause physiological and neuroendocrine changes (Björntorp, 2001; Ostrander 

et al., 2006), which are associated with an increased food intake and adipogenesis (Roberge et 

al., 2007). The stress response is related with the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HHA) 

activation with consequence release of hormones such as corticotropin-releasing hormone 

(CRH), adrenocorticotropic hormone (ACTH), and glucocorticoids (GCS) (Buckingham, 

2006; Graeff, 2007). The axis HHA is a key hormonal system that has a well-characterized 

temporal pattern. Therefore, a dysfunction of HHA axis (Putignano et al., 2001; Gluck et al., 

2004) and disruption circadian rhythms (Froy, 2007) are implicated in the pathogenesis of 

eating disorders such as obesity (Froy, 2007) and metabolic syndrome (Buijis & Kreier, 2006; 

Staels, 2006) that can lead to abdominal obesity associated with a higher waist-to-hip-ratio 

and body mass index (BMI) (Epel et al., 2000; Smith et al., 2005).  

Chronic metabolic dysfunction is linked to circadian and metabolic consequences 

including modifications of energy balance (Loos & Bouchard, 2003), elevated body mass 

index (Parkes, 2002), altered plasma lipid metabolism and adiposity (Karlsson et al., 2003) 

and increased risk for cardiovascular disease (Ramsey et al., 2007). Lifestyle changes such as 
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an excessive caloric intake are known to contribute on growth obesity and metabolic 

syndrome, not only in industrialized nations but also in developing countries (Simmons et al., 

2010; Klein et al., 2007). 

Additionally, stress is also among the main exogenous regulators of circadian rhythms 

(Albers, 2001; Hauffa, 2001). Under the influence of stress, this pattern is altered and 

homeostasis of stress related neuroendocrine function is disrupted, with adverse impact on 

health (Albers, 2001; Hauffa, 2001). Alterations in circulating lipids and glucocorticoids 

(GCs) are also involved in the physiological processes of adipose tissue, including 

adipogenesis and lipid metabolism (Mattsson & Olsson, 2007). Likewise, the chronic 

activation of the stress axis may be linked to the risk of metabolic disorders and altered 

energy homeostasis (Björntorp, 2001).  

 In recent years white adipose tissue has been recognized as playing a fundamental role 

in many pathological states including diabetes, obesity and metabolic syndrome. It is an 

endocrine organ, producing adipokines such as adiponectin and leptin. These hormones play 

an important role in regulating energy homeostasis, with adiponectin controlling fat 

metabolism and insulin sensitivity; and leptin suppressing food intake and stimulating energy 

expenditure (Wang et al., 2008). However, previous studies have demonstrated that diet and 

feeding time have an impact on secretion rhythms (Le Minh et al., 2001; Leal & Moreira, 

1997). An interesting question is that diet composition (Kohsaka et al., 2007) and timing of 

feeds have also been shown to modulate the circadian clock (Stokkan et al., 2001; Mendoza, 

2007). Furthermore, there is a significant correlation between the circadian clock, 

development of obesity and circulating lipid parameters (Holmes et al., 2009). Similarly, 

oscillations in glucocorticoid secretion have been observed (Kohsaka et al., 2007; Ishida et al., 

2005). Interestingly, in obese humans, disruption of the 24-hour profiles of leptin and 

adiponectin was observed compared to healthy lean subjects (Mingrone et al., 2005; Yildiz et 

al., 2004). Thus, adipokines, glucocorticoids and lipid profile are expressed in a circadian 

manner in humans (Loboda et al., 2009) and rats (Kohsaka et al., 2007). Therefore, it is 

tempting to speculate that the regulation of oscillation adipokines, glucocorticoids and lipids 

may be important in metabolic homeostasis. 

Considering the strong interactions of diet exposure and stress, and which the most 

physiological activities, such as feeding and energy expenditure are regulated in a circadian 

manner, the present study was designed to assess the effects of the association animal models 

of obesity and chronic stress on the temporal pattern of serum levels of adipogenic markers 

(adiponectin, leptin, triglycerides, cholesterol) and of corticosterone (to control of chronic 
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stress model) of rats. Additionally, we evaluated the weekly weight, the delta weight, the Lee 

index, and the weight of specific adipose tissue fractions (mesenteric, MAT; subcutaneous, 

SAT and pericardial, PAT) to control of hypercaloric diet induced-obesity model efficacy. 

 

2. Materials and methods 

2.1 Animals 

A total of 98 naive adult male Wistar rats (60 days-old; weighing 200–250 g) were 

used. Rats were randomized by weight and housed in groups of four in home cages made of 

Polypropylene material (49 cm x 34cm x 16cm) with the floor covered with sawdust. The 

animals were maintained under a standard light-dark 12:12 cycle (lights-on at 07:00 h, 

Zeitgeber time (ZT0), and lights-off at 19:00 h, (ZT12), in a controlled environment 

(22±2°C), with water and chow available ad libitum (cafeteria diet and/or standard chow). 

The Zeitgeber time was used as a reference to detect the rhythmicity of the variables under 

study. All experiments and procedures were approved by the Institutional Animal Care and 

Use Committee (GPPG-HCPA protocol No.100383) and were compliant with Brazilian 

guidelines involving the use of animals in research (Law No. 11, 794). The experimental 

protocol complied with the ethical and methodological standards of the Journal for Laboratory 

Animal Research (Portaluppi et al., 2008). Animal handling and all experiments were 

performed in accordance with international guidelines for animal welfare and measures were 

taken to minimize animal pain and discomfort. The experiment used the number of animals 

necessary to produce reliable scientific data. 

 

2.2 Experimental Design 

The rats were habituated to the maintenance room for 1 week before the experiment 

commenced. The animals were divided into the following 4 groups: standard chow (C), 

hypercaloric diet (HD), stress plus standard chow (S), and stress plus hypercaloric diet (SHD), 

according to chronic stress exposure and the type of diet used (cafeteria diet and/or standard 

chow). The animals were weighed weekly, and the food intake was registered daily (data not 

shown). After 80-days treatments, the rats were submitted to 12h fasting and 24h after last 

session of stress the animals were killed by decapitation at three 3 time points: ZT0 (7am), 

ZT12 (7pm) and ZT18 (1am).  
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2.3 Stress procedure 

The animals were subjected to chronic restraint stress model (Ely et al., 1997), it was 

performed using a plastic tube (25 cm x 7cm) fixed with adhesive tape on the outside, 

adjusted to avoid discomfort, but limiting the movements of the animal, with the front of the 

tube remained open to allow breathing. The animals were exposed daily to 1h of stress by the 

morning (between 9am to 12pm), 5 days a week for twelve weeks (Ely et al., 1997) (no stress 

on weekends). After the stress procedure, the animals were returned to the home cages. 

Control animals were kept in their home cages throughout the period of treatment. The 

apparatus was ventilated to avoid physical compression, hyperthermia and sweating.  

 

2.4 Experimental diets 

The standard rat chow Nuvilab CR-1 (NUVITAL ®, Curitiba, PR, Brazil) provides 

energy content a total of 2.93 kcal/g (information provided by the manufacturer), and is 

composed of 55% carbohydrates, 22% protein, 4.5% lipids, and other constituents (fiber and 

vitamins). The cafeteria diet (palatable high calorie diet) consists of about 60% carbohydrates, 

20% lipids, 15% protein and 5% other constituents (sodium, calcium, vitamins, preservatives, 

minerals etc.) reaching a total of 4.186 Kcal/g and 0.42 kcal/mL (calculated based on 

information provided by the manufacturer on the package label). Cafeteria diet was chosen 

because it mimics modern patterns of human food consumption and has been used 

successfully in experimental studies to induce obesity in lean animals (Estadella & Oyama et 

al. 2004; Kumar et al., 2011). This diet was adapted from a diet known as the cafeteria diet or 

Western diet, previously described by Estadella et al. (2004). Foods included in the cafeteria 

were crackers, sausages, snacks foods, wafers, condensed milk and soda. As well as the 

standard chow, the experimental diet was replaced daily with fresh food. The exposed animals 

to hypercaloric diet also had access to standard food and water. 
 

 

2.5 Parameters used to control of hypercaloric diet induced-obesity model efficacy  

 The rats were weighed weekly, and the weight delta was established as the difference 

between final and basal weights. At the end of the experiment, the naso-anal length (cm) of 

the animals was measured to determine the Lee index. This index, which was adapted from 

Moura and Cols, corresponds to the ratio between the cube root of the body weight (g) and the 

naso-anal length (cm) of the animals multiplied by 10 (de Moura et al., 2009). The specific 

adipose tissues (mesenteric, subcutaneous and pericardial) were dissected manually and were 
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weighed using a semi-analytical balance. The data were expressed as grams of tissue per 100g 

of body weight (weight tissue/body weight x 100). 

 

2.6 Blood sampling and tissue collection  

The animals were killed by decapitation, and the blood and tissue samples were 

collected 24 h after the last session of chronic restraint stress and after a 12-h fast. The 

specific adipose tissues (mesenteric, subcutaneous and pericardial) were immediately 

removed and weighed. Trunk blood was drawn, and blood samples were centrifuged in plastic 

tubes, for 5 min at 5000 x g at room temperature. This method was used to favor the 

collection of large volumes of blood serum for analysis. Likewise, this model permits the 

determination of biochemical effects, including hormonal effects. Serum was obtained and 

frozen at -20°C until assays were performed. 

 

2.7 Biochemical and hormonal assays 

Commercial ELISA kits were used to quantify serum adiponectin levels (EZRADP-

62K Rat Adiponectin ELISA KIT, Millipore, St. Charles, MO). The serum leptin levels were 

measured using (EZRL-83K Rat Leptin ELISA KIT, Millipore, St. Charles, MO). All data 

were expressed as ng/mL. Corticosterone serum level was measured using a commercially 

available ELISA kit (IBL-America #IB79112), and the data are expressed as pg/mL. The 

concentration of Total Cholesterol (TC) and triglycerides (TG) was measured 

spectrophotometrically using a commercial kit (Labtest), and the data are expressed as mg/dL. 

These commercial kits were used as described by the manufacturer’ protocols. 

 

2.8 Statistical analysis 

Data were expressed as the mean ± standard error of the mean (S.E.M). For verify the 

existence of temporal pattern of release of hormones and lipids it was realized comparison 

between time points (ZTs) of control group by one-way ANOVA followed Student-Newman-

Keuls (SNK). The basal weight of the animals was compared between the groups using one-

way ANOVA/SNK and the weekly weight was evaluated using two-way ANOVA for 

repeated measures followed by Bonferroni. The other data and interactions were evaluated by 

two-way ANOVA using obesity and chronic stress as independent factors and time points 

(ZTs) as co-variable followed by Bonferroni correction for multiple comparisons when 

necessary, and the interactions evaluated were chronic stress x obesity, time points x chronic 

stress, time points x obesity, and time points x obesity x stress). The differences between 
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groups were considered significant at P<0.05. SPSS 19.0 for Windows was used for Statistical 

analysis. 

 

3. Results 

3.1 Weekly weight (Fig. 1, Panel A) 

There were no significant differences for basal weight between groups (one-way 

ANOVA, P>0.05, F(3,96)=0.70, data not shown). The results of two-way ANOVA for repeated 

measures confirmed an effect of time (F(11,86)=94.54, P<0.05), stress (F(1,96)=9.31, P<0.05) and 

hypercaloric diet (F(1,96)=9.53, P<0.05) (Fig 1, Panel A). Additionally, there was an interaction 

between time and chronic stress (F(11,86)=2.25, P<0.05) and between time and hypercaloric 

diet (F(11,86)=3.59, P<0.05). On the other hand, there were no interactions between chronic 

stress x hypercaloric diet (F(1,96)=0.03, P>0.05), and between time x chronic stress x 

hypercaloric diet (F(11,86)=1.22, P>0.05).  

 

3.2 Weight delta (Fig 1, Panel B) and Lee index (Fig 1, Panel C) 

For the weight delta the two-way ANOVA showed an effect of chronic stress and 

hypercaloric diet (F(1,96)=7.10 and F(1,96)=12.20 P<0.05, respectively) (Fig 1, Panel B.). These 

results demonstrated that chronic stress reduced the body weight delta, whereas the 

hypercaloric diet increased this parameter. The Lee index was altered by hypercaloric diet 

(F(1,95)=9.82, P<0.05), but no effect of chronic stress (F(1,95)=0.57, P>0.05) in the Lee index 

(Fig 1, Panel C), and no interaction was observed between these independent factors 

(F(1,95)=2.00, P>0.05), two-way ANOVA. 

 

------------------------------------------- Insert Fig.1---------------------------------------------- 

 

3.3 The adipose tissues (mesenteric, subcutaneous and pericardial) relative weights (Table 1) 

Two-way ANOVA showed that there was a significant effect of chronic stress 

(F(1,95)=10.84, P<0.05) and hypercaloric diet (F(1,95)=28.83, P<0.05) in the MAT relative 

weights, but no interaction between these independent factors (F(1,95)=0.003, P>0.05). In SAT 

relative weights, there was effect of hypercaloric diet (F(1,95)=5.21, P<0.05), but no effect of 

stress (F(1,95)=3.41, P>0.05), and there was no interaction between these independent factors 

(F(1,95)=0.64, P>0.05,). In the PAT relative weights there was effect of hypercaloric diet 

(F(1,94)=7.53, P<0.05), but no effect of chronic stress (F(1,94)=0.21, P>0.05). Also, there was no 

observed an interaction between these independents factors (F(1,94)=1.10, P>0.05). 
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--------------------------------------------- Insert Table.1--------------------------------------------- 

 

3.4 Biochemical and hormonal assays (Figure 2)  

Hormonal and biochemical markers were evaluated in rat blood serum 24h after the 

last session of chronic stress of the animals that were killed by decapitation at three time 

points (ZT0, ZT12 and ZT18). 

 

3.4.1. Total cholesterol levels: 

Two-way ANOVA showed that the total cholesterol levels was reduced by chronic 

stress (F(1,57)=21.21, P>0.05) and there was interaction between chronic stress x obesity 

(F(1,57)=63.44, P<0.05) (Fig.2, panel A). There was not effect of obesity (F(1,57)=0.01, P>0.05), 

neither between time points x chronic stress (F(2,57)= 8.14, P>0.05), time points x obesity 

(F(2,57)=16.68, P>0.05), and time points x stress x obesity (F(2,57)=0.049, P>0.05). Although 

two-way ANOVA not showed effect of time points, the Bonferroni post hoc test demonstrated 

an increase of cholesterol levels on ZT0 (F(2,57)=3.65, P<0.05). 

 

3.4.2 Triglycerides levels: 

Considering only control group it is possible perceive there are a temporal pattern on 

releasing of triglycerides levels (one-way ANOVA/SNK, F(2,60)=6.01, P<0.05; Fig.2, panel 

B). In relation to the triglycerides levels, the two-way ANOVA not showed difference 

between the groups, however the Bonferroni post-hoc test demonstrated that obesity increased 

significantly the serum triglycerides levels (F(1,51)=13.87, P<0.05), also post hoc test showed 

that stress reduced levels of triglycerides (F(1,51)=11.84, P<0.05) and time points showed an 

increase the serum triglycerides levels in ZT0 (F(2,51)=11.68, P<0.05) (Fig.2, panel B). No 

interaction was observed between chronic stress x obesity (F(1,51)=10.26, P>0.05), time points 

x stress (F(2,51)=1.57, P>0.05), time points x obesity (F(2,51)=0.47, P>0.05), neither between 

time points x stress x obesity (F(2,51)=1.80, P>0.05).  

 

---------------------------------------------Figure 3---------------------------------------------- 
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3.4.3. Corticosterone levels: 

When evaluated just control group it was possible to observe the pattern temporal on 

the corticosterone levels (F(2,26)=9.82, P<0.05), one-way ANOVA/SNK (Fig.2, panel C). 

The results of two-way ANOVA in serum corticosterone levels were altered by 

chronic stress (F(1,78)=45.17, P<0.05) and it was observed interaction between time points x 

obesity (F(2,78)=28.37, P<0.05) (Fig.2, panel C). On the other hand, there was not effect of 

obesity on corticosterone levels (F(1,78)=1.06, P>0.05) and it was no interaction between time 

points x chronic stress (F(2,78)=0.44, P>0.05), or time points  x chronic stress x obesity 

(F(2,78)=0.17, P>0.05), neither between chronic stress x obesity (F(1,78)=3.37, P>0.05). 

 

3.4.4. Adiponectin levels: 

Analyzing only control group it is possible observe there is a temporal pattern on 

releasing of adiponectin (F(2,12)=5.94, P<0.05, one-way ANOVA/SNK, Fig.2, panel D).  

The two-way ANOVA analysis showed the that the adiponectin levels were modified by 

temporal variation (F(2,53)=31.14, P<0.05), increasing levels of adiponectin in ZT0. Also there 

was an interaction time points x obesity (F(2,53)=21.13, P<0.05) (Fig.2, panel D). Otherwise, 

the chronic stress, and obesity did not  have effect on adiponectin levels (F(1,53)=7.24, 

F(1,53)=0.63, respectively, P>0.05 for both), and also, there was no interaction between these 

independent factors (F(1,53)=0.41, P>0.05). Furthermore, there was no interaction between 

time points x stress (F(2,53)=12.89, P>0.05), and between time points x obesity x stress 

(F(2,53)=0.008, P>0.05). 

  

3.4.5. Leptin levels: 

Evaluating the temporal pattern of leptin releasing in control group in the different 

time points we found that there was a rhythm of releasing of this hormone (F(2,12)=11.13, 

P<0.05, one-way ANOVA/SNK,  Fig.2, panel E). 

The two-way ANOVA showed that the leptin levels was altered by obesity 

(F(1,54)=20.74, P<0.05) (Fig.2, panel E), but not by chronic stress (F(1,54)=3.56, P>0.05) and 

there was interaction time points x stress (F(2,54)=19.41, P<0.05), but no interaction between 

time points x obesity (F(2,54)=8.72, P>0.05) or time points x obesity x chronic stress 

(F(2,54)=0.19, P>0.05). Although the two-way ANOVA not showed effect of chronic stress, the 

Bonferroni post-hoc test demonstrated significant effect of chronic stress in leptin levels 

(F(1,54)=13.45, P<0.05). 
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4. Discussion 

Confirming the efficacy of obesity model we demonstrated an increased in the weight 

delta, Lee index, the serum triglycerides levels, mesenteric, subcutaneous, and pericardial 

adipose tissue weight (MAT, SAT, PAT) in the rats exposure to hypercaloric diet compared to 

rats exposure to standard chow. These results associated the increased leptin serum levels 

demonstrate the establishment of the metabolic syndrome in these animals (Alberti et al., 

2005; Lorenzo et al., 2007).  

Inversely, the exposure to the chronic restraint stress reduced the weight delta, the 

mesenteric adipose tissue weight (MAT) and levels of total cholesterol, and triglycerides 

agreeing with other studies (Macedo et al., 2012; Miklos & Kovacs, 2012). It has shown that 

chronic stress models reduce food intake, body weight gain, and adiposity (Solomon et al., 

2011, Macedo et al. 2012). Unlike, other studies reporting that social stress (Kuo et al., 2007), 

physical and psychological stress can cause behavioral and biological alterations in both 

animal and human (Bhat et al., 2007; Glei et al., 2007), triggering metabolic changes and 

obesity (Smith et al., 2005).  

Thus, we demonstrated in this study that the cafeteria diet consumed during 80 days 

developed obesity in rats, with increase in body weight and adipose tissue weight. 

Furthermore, animals that were exposed to the hypercaloric diet and chronic stress showed 

lower weights regarding to animals that received only the hypercaloric diet. According to 

Macedo et al. (2012) we can also suggest that the effect of the cafeteria diet on the 

establishment of obesity was higher than the weight loss imposed by stress (Macedo et al., 

2012). The increase of body mass index (BMI- Lee Index) is considered a predisposing factor 

for metabolic syndrome and propensity to obesity (Baron et al., 2011; Garaulet et al., 2011).  

In addition, this study showed that adiponectin levels presented a temporal pattern (a 

peak in ZT0); showing that the concentration of adiponectin in plasma reaches its peak early 

in the light/inactive period and the nadir in the dark/active period, and also, there is an 

interaction between time points and obesity. Likewise, the exposure to hypercaloric diet can 

influence the responses of the circadian clock and therefore, circadian oscillations of 

adiponectin become disrupted (Froy, 2007). So, the obesity can alters the adiponectin level 

probably in the early morning when the animal is in the fed state. Previous studies showed 

that plasma adiponectin concentrations in non-obese subjects show a 24-h rhythmic cycle, 

which is absent in the obese subjects (Calvani et al., 2004; Yildiz et al., 2004).  It is 

noteworthy that intra-abdominal adiposity is related with higher expression of adipokines 

associated with many diseases such metabolic syndrome; obesity, diabetes with the 
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development of cardiovascular diseases (Bradley et al., 2008). In this context, o growth of 

abdominal fat can be seen as a symptom of unbalance in metabolism (Kreier et al., 2002). 

Furthermore, it has been argued that abdominal fat accumulation is related to 

chronodisruption (Garaulet et al., 2010). The same manner, circadian disruption either within 

or among individual tissues may lead to organ dysfunction. Studies suggest that peripheral 

clock alteration is involved in body weight gain as well as abnormalities in glucose 

homeostasis and blood pressure regulation, so contributing to the development of the 

metabolic syndrome. These alterations may be initiated by disruptions in circadian behaviors 

and/or environmental factors such as hypercaloric diet and stressful factors (Yamazaki et al., 

2000).  

Corroborating our important findings in relation to fatty tissues we showed that the 

obesity induced to high leptin levels that is secreted and expressed by adipose tissue in 

proportion to body fat amount and relays fat storage information to the brain (Dardeno et al., 

2010). It has been described that circulating leptin levels are increased after exposure to 

hypercaloric diet (Zhang & Scarpace, 2006, Macedo et al., 2012). In addition, there is an 

interaction between time points and chronic stress. Many of the actions of leptin are due to its 

actions in the hypothalamus (Schwartz et al., 2000). The binding of leptin to its hypothalamic 

receptors alters several messengers that regulate energy expenditure, food intake, and the 

activity of the sympathetic nervous system (Rahmouni et al., 2001). Leptin receptors are 

expressed in many areas of the brain, and one location key to the regulation of food intake is 

in the arcuate nucleus on neuropeptide Y (NPY) and proopiomelanocortin (POMC) neurons 

(Ur et al., 2002). Recent evidence suggests that NPY receptors are strongly expressed in 

human adipocytes, participating in leptin regulating pathways (Nogueiras et al., 2012; Miklos 

& Kovacs, 2012) and inhibiting lipolysis (Kos et al., 2009). The leptin hormone is involved in 

the regulation of metabolism and energy homeostasis (Wauters et al., 2001). It is 

overexpressed in obese subjects, and its plasma levels are related with appetite an energy 

metabolism (Knudson et al., 2008). Under these conditions, leptin secretion induced by 

consumption of cafeteria diet, that is rich in calories, is an inappropriate feedback signal that 

not only down regulates leptin transport across the blood brain barrier but also adversely 

impacts hypothalamic leptin synthesis (Farooqi et al., 1999). Moreover, obesity has been 

frequently associated with hyperleptinemia (Ashwin & Dilipbhai, 2007; Dong & Rend, 2007, 

Macedo et al., 2012), suggesting a leptin-resistant state, and it will be a determining factor in 

leptin resistance and, as a result, lipotoxicity (Ashwin & Dilipbhai, 2007; Dong & Rend, 

2007). However episodes frequent of exposure to stress can cause impact on metabolic, 
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endocrine and physiological functions (Ostrander et al., 2006; Koolhaas et al., 2011); also 

temporal patterns alterations induced by environmental factors such as stress may provide 

insight into the onset and progression of metabolic disorders and circadian disruption. We can 

suggest that the loss of rhythmicity hormonal, and subsequently, disruption of circadian 

coordination observed may be manifested by hormone imbalance (Davis & Mirick, 2006). 

Likewise, circadian variability of circulating leptin levels has been well established (Garaulet 

et al., 2006). Studies have been demonstrated that numerous metabolic functions occur at 

specific times of the day (Froy, 2007; Okamura, 2007). The suprachiasmatic nucleus (SCN) 

of the hypothalamus controls physiological and behavioral circadian rhythms and coordinates 

peripheral clocks through hormonal and neural signals (Okamura, 2007). For this reason, the 

stress exposure can be one of the strongest environmental factor influencing peripheral 

circadian clocks. Interestingly, studies have shown that exposure to chronic stress causes a 

decrease in circulating leptin levels (Chuang et al., 2010b; Solomon et al., 2011) 

corroborating our results. Chuang et al. revealed that chronic stress stimulates the activity of 

the sympathetic nervous system and thus causes, via β3-adrenergic receptor, lipolysis leading 

to the reduction in fat stores and leptin secretion. This decrease in leptin levels was suggested 

as an adaptive response to the stress exposure becoming a protection against the detrimental 

behavioral effects caused by chronic stress (Chuang et al., 2010b). 

Considering temporal pattern and serum lipids we observed that plasma triglycerides 

levels showed circadian oscillations. It is well established that there is significant correlation 

between the development of obesity and circulating lipid parameters. Our results 

demonstrated circadian fluctuations and increased of triglycerides levels in the hypercaloric 

diet induced obesity group, suggesting that hypercaloric diet exposure results in 

dyssychronization of the temporal pattern of triglycerides. These increased of triglycerides 

levels may be related with deregulates energy balance, and it may act to promote overeating, 

leading to an increase in body weight resulting in metabolic disturbances, which can trigger 

obesity (Gaysinskaya et al., 2007). Elevated triglycerides levels can have impact on brain 

mechanisms that control feeding and may contribute to fat-induced hyperphagia (Banks et al., 

2004). In addition, levels of triglycerides are positively related to future risk for 

cardiovascular disease (Onat et al., 2006). Considerable clinical studies demonstrated that in 

children and adolescents, high triglycerides levels as well as large waist circumference are 

predictors of the metabolic syndrome (Esmaillzadeh et al., 2006; Alavian et al., 2008).  

We also observed that the chronic stress decreases triglycerides levels. It has been 

proposed that stress leads to a lipid dysregulation, altering lipid metabolism (Chuang et al., 
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2010). Chronic stressors can cause dysregulation of multiple interrelated physiological 

systems. Characterized by elevated or reduced of operating levels of biological parameters, 

this dysregulation may reflect in the functioning of the sympathetic nervous system (SNS), 

hypothalamic-pituitary-adrenal (HHA) axis, and metabolic processes (McEwen, 2002). Our 

study corroborates another study that showed that restraint stress decreases levels of 

triglycerides associated to increase lipoprotein lipase activity (Ricart-Jané et al., 2005). The 

cholesterol levels showed a significant effect of stress demonstrating a decrease in plasma 

levels. Also, we observed an interaction between chronic stress and obesity. In humans, stress 

has been related to increased levels of plasma cholesterol (Rosmond et al., 1998). However, in 

animals, this response is variable, and the main effects are found in chronic stress, with 

reduction (Hershock & Vogel, 1989) or increased (Berger et al., 1996) or without significant 

changes (Harada et al., 2003), and the results of our 12-week restraint stress protocol confirms 

the association between stress and cholesterol. Thus, according to Chuang et al. chronic stress 

can lead to dysregulation of physiological systems reflecting the HHA axis activity and 

metabolic processes (Chuang et al., 2010; McEwen, 2002).   

 In our study, the corticosterone levels were increased by exposure to chronic stress 

confirming that exposure to chronic stress activate HHA axis stimulating the production of 

corticosterone (Martenson et al., 2009). In previous studies have been demonstrated that 

serum corticosterone levels in rats subjected to chronic stress do not show a significant 

increase in comparison to control animals; however, this increase is perceived when rats are 

exposed to acute stress (Park et al., 2012; Torres et al., 2001a). Thereby, we can suggest that 

this increased levels of corticosterone observed in our results, could be due to the 12 h fasting 

period of animals before the death, since this situation could be considered as an additional 

stressor resulting in higher corticosterone levels in comparison with the responses during a 

chronic situation. In addition, repeated exposures to stress with moderate intensity produce 

attenuated responsiveness of HHA axis, causing a habituation to the stressor. However, the 

exposure to new stressor could increase the corticosterone levels, originating adaptive 

mecanisms (Weiberg et al., 2009). 

Regarding circadian rhythmicity of corticosterone levels, our results showed elevated 

hormone levels in ZT12. The same way, it is well determined that nocturnal animals achieve 

its zenith before the onset of the activity period. In rodents, increased levels of corticosterone 

at the end of the period of inactivity serve to prepare the animal for a period of activity in 

which the mobilization of energetic sources and stimulating feeding behavior are needed 

(Verhagen et al., 2004). Thus, glucocorticoids mediate the stress response, and their circadian 



Avaliação do padrão temporal de marcadores adipogênicos e do efeito da síndrome metabólica assocaiada a estresse 

crônico 

 66 

variations are very important to allow rapid adaptation of the organism to environmental 

changes in order to keep homeostasis (Mohawk et al., 2007). 

In addition, as discussed above, disorganization in the circadian system can lead to 

metabolic dysfunction in response to genetic, environmental, and behavioral perturbations. 

Studies indicate that interruption or desynchronization of the circadian system may contribute 

to manifestations of metabolic syndrome and complications occurring in obesity such as 

dyslipidemia, type 2 diabetes mellitus, hypertension, endothelial dysfunction and 

cardiovascular disease (Barness et al., 2007; Garaulet et al., 2010). Likewise, circadian 

rhythms of adipose tissue also are changed in different circumstances associated with obesity 

and metabolic syndrome. In summary, taking into consideration that alteration in circadian 

patterns of metabolism have been associated with several diseases in humans and which these 

circadian disturbances precede and/or follow the onset of obesity and metabolic syndrome 

(Turek et al., 2005), we can infer that altered feeding patterns together with stressful situations 

may potentially induce both central and peripheral changes in circadian rhythms. Most 

importantly, we demonstrated that obesity and chronic stress could influence the body’s 

homeostasis over time. Additionally, circadian variations triggered a hormonal imbalance; so 

these derangements are in turn associated in clinical impairments and in metabolic processes 

and physiology.  

Consequently, it is extremely important to investigate the physiological function of the 

temporal fluctuations in hormone secretion, showing that chronobiological studies can 

contribute to different areas of knowledge in the understanding of pathologies such as obesity 

and metabolic syndrome.  
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LEGENDS 

Figure 1. Evaluation of weight parameters to control of obesity 

Data are expressed as the mean ± SEM, n =24-26 animals/group. C: control group; S: stress 

group; HD: hypercaloric diet group; SHD: hypercaloric diet + restraint stress group;   

 

Panel A:  Weekly weight. 

Significant effect of time, stress and hypercaloric diet (two-way ANOVA for repeated 

measures, P <0.05). 

There was interaction time x stress and time x hypercaloric diet (two-way ANOVA for 

repeated measures, P <0.05). 

 

Panel B: Delta weight.  

# Significant effect of chronic stress (two-way ANOVA, P < 0.05). 

*Significant effect of hypercaloric diet (two-way ANOVA, P < 0.05). 

 

Panel C:  Lee index.  

*Significant effect of hypercaloric diet (two-way ANOVA, P < 0.05).  

 

Figure 2.  Biochemical and hormonal assays 

Data are expressed as the mean ± SEM, n =24-26 animals/group. C: control group; S: stress 

group; HD: hypercaloric diet group; SHD: hypercaloric diet + restraint stress group;   

 

 Panel A: Cholesterol levels in blood serum. Data are expressed as the mean ± SEM, n=15-19 

animals/group. (*) Significant effect of chronic stress (two-way ANOVA, P < 0.05).  There 

was interaction chronic stress x obesity (two-way ANOVA, P < 0.05). # Effect of the time 

points (Bonferroni test, P<0.05). 

 

 Panel B: Triglycerides levels in blood serum. Data are expressed as the mean ± SEM, n=15-

19 animals/group. (#) Significant difference to ZT18 (one-way ANOVA/SNK, P<0.05).  

Effect of the (§) obesity, (*) chronic stress and (∆) time points (Bonferroni test, P<0.05). 

 

 Panel C: Temporal pattern of corticosterone in blood serum. Data are expressed as the mean 

± SEM, n=15-19 animals/group. (#) Significant difference to ZT0 and ZT18 (one-way 
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ANOVA/SNK, P<0.05). (*) Significant effect of chronic stress (two-way ANOVA, P<0.05). 

There was interaction time points x obesity (two-way ANOVA, P<0.05). 

 

Panel D: Temporal pattern of adiponectin in blood serum. Data are expressed as the mean ± 

SEM, n=15-19 animals/group. (#) Significant difference to ZT12 and ZT18 (one-way 

ANOVA/SNK, P<0.05). (*) Significant difference to ZT12 and ZT18 (two-way 

ANOVA/Bonferroni,  P<0.05). There was interaction time points x obesity (two-way 

ANOVA, p<0.05). 

 

Panel E: Temporal pattern of leptin in blood serum. Data are expressed as the mean ± SEM, 

n=15-19 animals/group. (#) Significant difference to ZT12 and ZT18 (one-way 

ANOVA/SNK, P<0.05). (*) Significant effect of obesity (two-way ANOVA, P<0.05). There 

was interaction between time points x chronic stress (two-way ANOVA, P<0.05). § Effect of 

chronic stress (Bonferroni test, P<0.05). 

 

Table 1. Relative weight of mesenteric adipose tissue, subcutaneous adipose tissue, and 

pericardial adipose tissue.  

Data are expressed as the mean ± SEM and grams of tissue/100 g total weight. C: control 

group (receiving standard chow alone); S: control + restraint stress; HD: hypercaloric diet; 

SHD: hypercaloric diet + restraint stress; 

*Effect of chronic stress (two-way ANOVA, P< 0.05, n = 15-19). 

#Effect of hypercaloric diet (two-way ANOVA, P< 0.05, n = 15-19). 
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FIGURE 1 

PANEL A 

 

PANEL B        
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PANEL C 
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FIGURE 2 

PANEL A 

 

PANEL B 
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PANEL C 

 

PANEL D 
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PANEL E 
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TABLE 1 

 C S HD SHD 

Mesenteric adipose 0.01+0.0007 0.008+0.0006* 0.01+0.001
#
 0.01+0.0009*

#
 

Subcutaneous adipose 0.01+0.0008 0.008+0.0007 0.02+0.0009# 0.01+0.0007# 

Pericardial adipose 0.001+0.00007 0.0009+0.00007 0.001+0.00008# 0.001+0.00008# 

 

*Effect of chronic stress (two-way ANOVA, P < 0.05, n = 15-19). 

#Effect of hypercaloric diet (two-way ANOVA, P < 0.05, n = 15-19). 
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

O presente estudo demonstrou que uma desorganização no sistema circadiano em 

resposta a perturbações ambientais pode levar a disfunções metabólicas. O consumo de dietas 

hipercalóricas associado a situações estressantes impostas pela sociedade moderna pode 

contribuir para o desenvolvimento de doenças como obesidade e síndrome metabólica. As 

intensas modificações no estilo de vida e nos hábitos nutricionais resultam em um número 

crescente de indivíduos com sobrepeso ou obesidade. Da mesma forma, obesidade pode 

causar alterações nos ritmos circadianos, assim, uma dessincronização rítmica pode induzir 

obesidade e outras doenças metabólicas como dislipidemia, diabetes tipo 2 e doenças 

cardiovasculares.  

De acordo com os nossos resultados, podemos inferir que alterações nos padrões 

alimentares associada a situações estressantes podem induzir mudanças no ritmo circadiano 

tanto a nível central quanto periférico. Portanto, uma perfeita sincronização entre o relógio 

central e periférico e um correto funcionamento do tecido adiposo é essencial na regulação do 

apetite, adiposidade, balanço energético e peso corporal. Interessantemente, nós 

demonstramos que a dieta hipercalórica e o estresse crônico podem influenciar na homeostase 

corporal ao longo do tempo. Além disto, as variações circadianas observadas podem induzir a 

desiquilíbrios metabólicos, estes desarranjos são, por sua vez, associados em prejuízos a saúde 

do indivíduo. 

Portanto, esses conhecimentos básicos podem colaborar no desenvolvimento de novas 

terapias para o tratamento de desordens metabólicas. Logo, é importante ressaltar que estudos 

cronobiológicos são de extrema importância, podendo contribuir em diferentes áreas do 

conhecimento, permitindo uma maior compreensão de patologias como obesidade e síndrome 

metabólica.  
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VII. PERSPECTIVAS 
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PERSPECTIVAS 

 Para melhor entendimento dos mecanismos propostos no aumento da obesidade e 

síndrome metabólica em relação a exposição crônica ao estresse e a dieta de cafeteria, torna-

se necessário a realização da dosagem de outros marcadores como o PPAR (receptores 

ativados por proliferadores de peroxissoma) que controla a lipogênese pela regulação da 

expressão de genes envolvidos no metabolismo lipídico e o seu envolvimento na adipogênese. 

Também realizar a dosagem do marcador NPY, que atua na proliferação e diferenciação de 

pré-adipócitos. Dosagem de catecolaminas, por atuarem em receptores β-adrenérgicos e 

levarem a diminuição dos níveis de leptina. Além disso, fazer análise morfológica 

microscópica das regiões mesentérica, subcutânea e pericárdica do tecido adiposo para avaliar 

o risco apresentado por estes diferentes locais de adipogênese. 
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RESUMO 

 

Alterações de ritmos circadianos são relacionadas ao desenvolvimento de transtornos 

metabólicos como obesidade e síndrome metabólica. Além disto, a disponibilidade e o 

consumo de alimentos altamente palatáveis ricos em gordura e a exposição a situações 

estressantes podem contribuir na incidência e na severidade destas doenças crônicas, 

provocando modificações no balanço energético, alterações no metabolismo de lipídeos e 

adipogênese. Nesta revisão, abordaremos os aspectos cronobiológicos que podem ser 

influenciados pela exposição a estresse crônico e a obesidade, além dos mecanismos que 

contribuem para o crescimento de doenças metabólicas.  

 

 

ABSTRACT 

 

Alterations in circadian rhythms are involved in the development of metabolic 

disorders, such as obesity and metabolic syndrome. Moreover, the availability and 

consumption of highly palatable foods high in fat and exposure to stressful situations may 

contribute to the incidence and severity of these chronic diseases, causing changes in energy 

balance, alterations in lipid metabolism and adipogenesis. In this review we will discuss the 

chronobiological aspects that can influence the response to chronic stress and obesity, and the 

mechanisms that contribute to the growth of metabolic diseases. 
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 INTRODUÇÃO 

 

Ritmos biológicos apresentam frequências que podem variar de milissegundos até 

anos, sendo geneticamente determinados, evolutivamente conservados e endogenamente 

gerados para a manutenção de um meio interno equilibrado (Cardoso, 2009). Oscilações 

periódicas que variam de 20 a 28 horas são chamadas de ritmos circadianos. Estas oscilações 

recebem informações do ambiente externo, sobretudo do ciclo claro-escuro, e do ambiente 

interno associado com as reações fisiológicas que ocorrem no organismo (Hanifin & Brainard, 

2007). A influência das oscilações periódicas em processos biológicos tem despertado o 

interesse de pesquisadores de diversas áreas da ciência, uma vez que os fenômenos periódicos 

circundam toda a nossa existência (Ichikawa, 2001). 

A alimentação, o metabolismo de lipídios e de glicose, a temperatura corporal e as 

taxas metabólicas estão sujeitos à regulação circadiana a qual visa sincronizar a energia 

disponível e o gasto necessário para mudanças no meio externo de acordo com a fase claro-

escuro. Adicionalmente, muitos hormônios envolvidos no metabolismo, como adiponectina, 

leptina, cortisol (em humanos), corticosterona (em ratos) e melatonina exibem oscilação 

circadiana, sugerindo um papel importante para os ritmos circadianos no controle de várias 

funções no organismo, incluindo adipogênese, metabolismo energético e regulação imune 

(Froy, 2007). Além disso, especificidades geográficas da luminosidade podem ser relevantes 

no processo de adaptação, fortalecendo ou enfraquecendo o impacto de componentes da rede 

circadiana que podem influenciar as diferentes respostas orgânicas, incluindo a resposta ao 

estresse (Moser et al., 2006). 

A resposta ao estresse está relacionada com o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HHA), no entanto, disfunções neste eixo e perturbações do ritmo circadiano estão envolvidas 

na patogênese de transtornos alimentares como obesidade (Froy, 2007) e síndrome metabólica 

(SM) (Buijis e Kreier, 2006). O aumento do estresse no cotidiano pode resultar em alterações 

fisiológicas e neuroendócrinas (Ostrander et al., 2006), que aumentam a ingesta de alimentos 

calóricos e consequentemente  o aumento da adipogênese. Doenças como SM envolvem 

presença de obesidade central, dislipidemia, hiperglicemia e hipertensão entre outras 

alterações. Obesidade é caracterizada pelo acúmulo excessivo de tecido adiposo e está 

associada com o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e distúrbios metabólicos, 

como a tolerância à glicose, hiperinsulinemia, diabetes tipo 2, dislipidemia e hipertensão 

(Roberge et al., 2007). Embora as causas da obesidade sejam complexas, a crescente 
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disponibilidade de alimentos altamente palatáveis, caloricamente densos e ricos em gordura, 

em conjunto com estilo de vida sedentário, exercem um papel determinante para crescente 

prevalência da SM e suas complicações. Em síntese, o sistema circadiano está fortemente 

ligado a processos que controlam o metabolismo, e o rompimento no relógio circadiano ou 

desajustes no metabolismo predispõem a distúrbios metabólicos como a obesidade e a SM. 

 Neste contexto, é de extrema importância o desenvolvimento de estudos que 

possibilitem uma melhor compreensão do funcionamento e da dinâmica dos ritmos biológicos 

na regulação de atividades fisiológicas, como a alimentação e o gasto energético, bem como o 

efeito da exposição a estresse crônico e da dieta nos padrões temporais. Estes estudos 

proporcionam substrato para novas e importantes aplicações clínicas na área da cronobiologia, 

tanto no desenvolvimento quanto na utilização de fármacos para o tratamento de doenças 

metabólicas. 

 

METODOLOGIA 

Estratégias para localizar e selecionar informações 

Nesta revisão apresentam-se os principais aspectos da síndrome metabólica, estresse 

crônico, ritmo circadiano e a relação com marcadores adipogênicos. A estratégia de busca 

envolveu as bases de dados citadas abaixo e os artigos publicados entre 1990 e 2012, além 

disso, livros-texto e monografias foram utilizados para esclarecer questões relevantes ao 

assunto. 

Nos sites PubMed, LILACS, SciELO e Banco de Teses da CAPES foram realizadas 

buscas utilizando os  termos: metabolic syndrome, chronic stress, circadian rhythm, 

adiponectin, leptin, corticosterone e lipid profile. Em relação ao termo metabolic syndrome, 

foram encontrados 26.014 artigos no PubMed e 885 artigos no LILACS, já no SciELO foram 

encontrados 668 artigos. Utilizando-se o termo: chronic stress foram encontrados 4.115 

artigos no PubMed, 52 artigos no LILACS e 50 no SciELO. Com o descritor circadian 

rhythms a busca no PubMed encontrou 8.146 artigos, 45 no LILACS e 57 no SciELO. Com o 

descritor: adiponectin o site PubMed identificou 10.220 artigos, no LILACS 95, e no SciElo 

87 artigos. Para Leptin, foram encontrados 22.433 no PubMed, 314 no LILACS e 224 no 

SciELO. Em relação à Corticosterone, 27.239 artigos foram encontrados no PubMed, 90 no 

LILACS e 49 no SciELO. Por último, a busca simples de Lipid Profile revelou 159 artigos no 

PubMed,  70 no LILACS e 37 no SciELO. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

Cronobiologia  

Cronobiologia é uma área do conhecimento que estuda as características temporais da 

matéria viva, em todos os seus níveis de organização (Halberg, 1969). Todos os seres vivos 

estão expostos a variações cíclicas que ocorrem no meio ambiente, como a alternância dia-

noite, as variações de temperatura e as estações do ano. Para a sua adaptação, alguns 

mecanismos desenvolvidos ao longo da sua evolução permitem antecipar e ajustar os seus 

processos fisiológicos às alterações rítmicas e cíclicas, preparando adequadamente esses 

ritmos biológicos (Martínez-Carpio, 2004). Tais ritmos biológicos são mencionados como 

circadianos (do Latim “circa diem”, que significa “cerca de um dia”). Todavia, nos 

organismos também estão presentes ritmos com períodos inferiores a 20 horas, conhecidos 

como ritmos ultradianos e ritmos cujo período é superior a 28 horas e são denominados ritmos 

infradianos. 

Para que haja uma ritmicidade circadiana é necessário que uma estrutura proceda 

como um marcapasso capaz de gerar oscilações de aproximadamente 24 horas e também 

relógios periféricos atuando e desempenhando papéis importantes. No hipotálamo, dois 

pequenos aglomerados de neurônios constituem os marcapassos geradores da ritmicidade 

circadiana em mamíferos, representados pelos relógios biológicos circadianos que são os 

núcleos supraquiasmáticos (NSQ) (Markus et al., 2003) (Figura 2). 
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Figura 1. Posicionamento dos Núcleos Supraquiasmáticos (NSQ) no sistema nervoso 

humano e conexões entre a retina e a glândula pineal. Fonte: 

http://healthysleep.med.harvard.edu/image/200. 

 

O NSQ recebe informação fótica diretamente através do trato retino-hipotalâmico, 

sincronizando-o para as 24 horas; este, por sua vez, coordena a ação dos osciladores presentes 

em outras áreas cerebrais e nos órgãos periféricos, como fígado, rim, pulmão, coração, entre 

outros, denominados como osciladores periféricos. Estes osciladores sincronizados regulam 

os ritmos locais na fisiologia constituindo-se como entidades multi-oscilatórias. As respostas 

a estas oscilações ocorrem por vias eferentes neurais e humorais (Richter et al., 2004). A 

eferência neural para os órgãos periféricos abrange o sistema nervoso autonômico, 

principalmente via sistema nervoso simpático, por meio da conexão dos NSQ à coluna 

intermediolateral da medula. A melatonina é responsável pela eferência humoral. A pineal é 

parte integrante do sistema de temporização endógeno, constituindo o principal meio de 

comunicação entre o meio externo (ciclo claro-escuro) e os sistemas internos (nervoso central 

e endócrino). A síntese e secreção da melatonina ocorrem durante o período noturno, sendo 

suprimida pela luz (Bartness et al., 2001). 

O ajuste entre o relógio biológico e o meio ambiente é realizado via neural (Markus et 

al., 2003), ocorrendo diariamente e é fundamental para sincronizar o sistema circadiano ao 

período de aproximadamente 24 horas. Os eventos externos que são capazes de promover o  

http://healthysleep.med.harvard.edu/image/200
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ajustamento das variáveis circadianas foram designados por Aschoff como zeitgeber (palavra 

alemã que significa “doador do tempo”). Um potente “Zeitgeber” ou ZT é a alternância claro-

escuro. Outros zeitgebers compreendem temperatura, interação social e comportamento 

alimentar (Moser et al., 2006). Os ritmos de 24 horas da fisiologia e do comportamento são 

influenciados por vários fatores ambientais como horários de alimentação, fatores genéticos e 

interações sociais, como as condições de luz. Nos seres vivos, há necessidade de sensores que 

percebam a variação temporal (Ohdo, 2007).  

Assim, o sistema de temporização dos vertebrados abrange três elementos 

fundamentais como componentes capazes de perceber pistas/dicas ambientais (aferências), 

uma estrutura marcapasso de ritmos (relógio biológico, o NSQ) e vias de comunicação neural 

e hormonal (eferências) das informações para órgãos periféricos e tecidos (Boden e 

Kennaway, 2006) (Figura 3).  

 

Figura 2: Principais mecanismos envolvidos no sistema de temporização circadiana 

em mamíferos (Ishida et al., 2005). O ciclo atividade/repouso, tempo de alimentação e o ritmo 

da temperatura corporal, são influenciados diretamente pelos núcleos supraquiasmáticos. 

 

Tem sido sugerido que a função do sistema rítmico circadiano é proporcionar uma 

organização temporal de processos fisiológicos e comportamentais de modo que gere uma 
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efetiva adaptação do organismo às variações ambientais. Por exemplo, o eixo hipotálamo-

hipofise-adrenal (HHA) que é ativado para preparar o organismo antes do amanhecer para o 

despertar (Hastings et al., 2003).  

A produção e liberação dos hormônios são distribuídas em um ciclo de 24h, o qual 

pode sofrer interferências do estilo de vida ou exposição a determinados fatores, como a luz 

durante a noite, atividades físicas ou alimentos em diferentes horários, causando transtornos 

no ritmo circadiano. Trabalhadores noturnos, por exemplo, estão expostos a ciclos 

claro/escuros não habituais, resultando em transtornos circadianos no ciclo atividade/repouso, 

no comportamento alimentar e no ritmo social. Estes transtornos circadianos prejudicam o 

desempenho do indivíduo e podem levar a alterações em diversos sistemas, incluindo o 

metabolismo de lipídeos e de carboidratos e a secreção de glicocorticóides (Haus e 

Smolensky, 2006).  

A exposição noturna à luz é um fator dessincronizador do sistema circadiano. Existem 

algumas situações em que ocorre a dessincronização da ritmicidade alimentar, tendo em vista 

que a quantidade, a qualidade e o horário das refeições parecem ser motivados por reflexos 

condicionados (Bernardi et al., 2009). Assim, ritmos circadianos e diurnos afetam a ingestão 

alimentar. Alteração nos níveis de adipocinas é considerada um importante mecanismo capaz 

de alterar o padrão de ingestão alimentar e levar a desajustes nutricionais. A ritmicidade e o 

sincronismo na secreção destas adipocinas são importantes para o padrão diário das refeições 

(Crispim et al., 2007). A instabilidade na ritmicidade circadiana, com repetida 

dessincronização/ressincronização, pode enfraquecer os mecanismos homeostáticos. Um 

exemplo deste fenômeno é a exposição a situações de estresse, cada vez mais comum na 

organização da sociedade atual. Desta forma, o ritmo circadiano tem se mostrado importante 

na prática dos cuidados relacionados ao processo de saúde e doença.  

 

Estresse Crônico 

Em 1936, Hans Selye definiu o estresse como uma resposta estereotipada, não 

específica, do corpo a mudanças no ambiente externo ou interno. As respostas aos eventos 

estressantes foram chamadas de síndrome de adaptação geral (Selye, 1974), compreendendo 

uma grande variedade de alterações fisiológicas, comportamentais, emocionais e cognitivas. 

Além disso, para promover o enfrentamento e reduzir o impacto do estressor, estas respostas 

são geralmente organizadas e bem reguladas (Goshen et al., 2003). Portanto, a ativação de 
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sistemas envolvidos com estresse leva a mudanças comportamentais e periféricas que buscam 

manter a homeostase, aumentando a chance de sobrevivência. 

Os eixos HHA e simpático-adrenal (SA) são ativados mediante uma ampla variedade 

de estressores. Um regulador da resposta ao estresse é o eixo HHA, o estresse provoca a 

liberação do hormônio liberador de corticotrofina (CRH) no núcleo paraventricular 

hipotalâmico (PVN) que libera o hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela hipófise 

anterior. O ACTH induz a secreção de glicocorticóides (GCs), cortisol para humanos e 

corticosterona para ratos, pelo córtex da adrenal (Einarsson et al., 2008). Os GCs inibem a 

liberação e a síntese de ACTH por atuarem no hipocampo, hipotálamo e hipófise, exercendo 

retroalimentação negativa sobre a liberação de ACTH (Nestler et al., 2002) (Figura 4). O eixo 

HHA é responsável pela resposta à exposição ao estresse crônico, desencadeando alterações 

na reatividade neuroendócrina aos estressores subsequentes (Ostrander et al., 2006).  

Cortisol (humanos) ou corticosterona (roedores) é um hormônio GCs produzido pelo 

córtex da glândula adrenal que apresenta um forte ritmo circadiano (Mohawk et al., 2007). O 

relógio biológico central (NSQ) é um dos responsáveis por originar esta ritmicidade 

circadiana, pois por meio de uma via multisináptica envolvendo os núcleos supraquiasmáticos 

e as glândulas adrenais as secreções provenientes do eixo HHA exibem um padrão circadiano. 

Em humanos, a secreção noturna de ACTH e de cortisol se faz de modo pulsátil, alcançando 

seu nível mais baixo na primeira metade da noite e aumentando rapidamente ao aproximar-se 

o horário do despertar (entre 6h e 10h da manhã), quando sua secreção é máxima. Em 

roedores, que são animais noturnos, a secreção de corticosterona ocorre no turno inverso, com 

picos plasmáticos no início da noite (Perreau-Lenz et al., 2003). 

O eixo HHA e o sistema circadiano interagem em vários níveis com seus hormônios, 

seguindo um padrão circadiano de liberação, sendo a magnitude da resposta ao estresse 

dependente da hora do dia (Verhagen et al., 2004). Do mesmo modo, os GCs atuam na 

manutenção do arrastamento circadiano nos tecidos periféricos, além de uma variedade de 

funções, incluindo a regulação do metabolismo de glicose, de gordura e de proteína, de ações 

anti-inflamatórias e imunossupressoras, bem como efeitos no humor e em funções cognitivas. 

Os GCs têm intensa influência sobre o comportamento alimentar (la Fleur et al., 2004). 

Adicionalmente, dieta e período da alimentação têm um impacto no ritmo de sua secreção, 

assim, desajustes na sinalização de GCs têm sido implicados na patogênese de doenças, tais 

como diabetes e SM (Masuzaki et al., 2001).  

Os níveis máximos e mínimos de cortisol podem ser utilizados para monitorar 

alterações no sistema temporizador circadiano e consequentemente, variações circadianas de 
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GCs, como o cortisol e a corticosterona, são importantes para permitir uma rápida adaptação 

do organismo às mudanças ambientais a fim de conservar a homeostase, tornando-se 

ferramentas importantes para estudos clínicos, pois permitem o monitoramento da 

organização rítmica circadiana dos organismos (Mohawk et al., 2007). Exposições sucessivas 

ao estresse com intensidade moderada produzem atenuada responsividade do HHA gerando 

uma habituação para o estressor, no entanto em presença de um novo estressor sua resposta 

pode estar aumentada, originando uma sensibilização, sendo ambos considerados mecanismos 

adaptativos (Weiberg et al., 2009). Estresse agudo, em geral, não traz consequências adversas, 

sendo um processo adaptativo benéfico em certos casos. No entanto, quando repetido ou 

prolongado, o estresse adquire caráter crônico, podendo ser extremamente prejudicial estar 

envolvido na gênese, de muitas manifestações clínicas, como sintomas de ansiedade, 

alterações na memória e aprendizado, bem como respostas emocionais alteradas (Perreau-

Lenz et al., 2003). A ativação crônica do eixo HHA tem sido associada a distúrbios 

metabólicos e alterações na homeostase energética. O estresse também está entre os mais 

importantes reguladores exógenos dos ritmos circadianos. O eixo HHA é um sistema 

hormonal chave que está bem caracterizado no padrão circadiano sob a influência do estresse, 

este padrão é alterado e a homeostase relacionada à função neuroendócrina é interrompida, 

com um impacto negativo na saúde (Albers, 2001; Hauffa, 2001).  

Estudos prévios suportam uma ligação entre o estresse e o aumento do consumo de 

alimentos palatáveis. O aumento do estresse na vida diária tem sido associado com uma maior 

motivação por tais alimentos (Zellner et al., 2006, Epel et al., 2001). Há relatos de pessoas em 

situações de estresse que alteraram sua seleção de alimentos, ingerindo mais chocolate, doces, 

bolos e salgadinhos (alimentos conhecidos por “comfort foods”) (Zellner et al., 2006). 

Estudos sugerem também que o estresse crônico está associado ao consumo de uma dieta rica 

em gordura (Dallman et al., 2005). Adicionalmente, com o aumento da prevalência da 

obesidade, recentes estudos têm demonstrado uma correlação entre o estresse e síndrome 

metabólica (Mikurube et al., 2005) e sabendo-se que o estresse tem efeitos profundos sobre o 

apetite, tanto em ratos quanto em humanos, perturbações na regulação do eixo HHA têm sido 

implicadas também em alterações metabólicas (Ramsey et al., 2007). Além disso, 

concentrações elevadas de glicocorticóides podem promover a liberação de CRH no núcleo 

central da amígdala, que é reduzido pelo consumo de alimentos palatáveis, constituindo desta 

maneira um ciclo de feedback negativo pelo qual o estresse leva à seleção e ingestão de 

alimentos palatáveis ricos em energia que, por sua vez, reduz o estresse (Dallman et al., 

2005). 
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Figura 3: Representação esquemática da ativação de eixos hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HHA) pelo estresse. PVN= núcleo paraventricular hipotalâmico (Adaptado de: 

www.uff.br/fisiovet/Conteúdos/hipotálamo.htm). 
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Obesidade e Síndrome Metabólica 

 

Fatores genéticos e ambientais estão envolvidos no desenvolvimento da obesidade e 

síndrome metabólica. Entre os fatores ambientais, inclui-se a dieta, a qual pode contribuir na 

incidência e na gravidade dessas doenças crônicas (Afman e Müller, 2006). O excesso de 

ingestão alimentar e a inatividade física tornaram-se a base da crescente epidemia mundial de 

obesidade e síndrome metabólica, não só nas nações industrializadas, mas também nos países 

em desenvolvimento. A obesidade e a alimentação rica em gordura também afetam o sistema 

circadiano em ratos, e dietas hipercalóricas têm sido utilizadas com sucesso para a reprodução 

de modelos experimentais de obesidade e síndrome metabólica (Estadella et al., 2004). Além 

disso, há um acúmulo de gordura visceral que provoca uma série de alterações metabólicas, 

como a produção de adipocinas (adiponectina, leptina, etc). As adipocinas desempenham um 

papel importante na homeostase energética, sensibilidade à insulina, resposta imunológica e 

doenças vasculares (Fantuzzi, 2005).  

A incidência de síndrome metabólica (SM) representa um espectro de desordens que 

têm aumentado de forma crescente em todo o mundo industrializado. A SM envolve a 

presença de alterações metabólicas, incluindo obesidade central, dislipidemia, hiperglicemia e 

hipertensão. Esta síndrome tornou-se um desafio na saúde pública em todo mundo; uma 

estimativa de 25% a 40% de indivíduos entre 25 e 64 anos de idade tem síndrome metabólica 

(San Antonio Heart Study) (Alberti et al., 2005; Zimmet et al., 2005). SM é também definida 

pela presença de componentes como elevados níveis circulantes de triglicérides, redução dos 

níveis de colesterol da lipoproteína de alta densidade (HDL), pressão arterial elevada, 

comprometimento na glicemia de jejum, elevada circulação de marcadores inflamatórios e/ou 

trombóticos ou redução dos níveis de moléculas anti-inflamatórias, tais como adiponectina 

que são marcadores de SM (Alberti et al., 2005; Zimmet et al., 2005).  

O diagnóstico de SM é estabelecido pela presença de três dentre quaisquer dos cinco 

componentes entre os descritos pela National Cholesterol Education Program’s Adult 

Treatment Panel III - ATPIII (NCEP, 2001), segundo recomendação da I Diretriz Brasileira 

de Diagnóstico e Tratamento da Síndrome Metabólica [I-DBSM, 2005; SBC, 2005, (Quadro 

1)]. A Internacional Diabetes Federation desenvolveu novos critérios para o diagnóstico da 

SM (IDF, 2005), considerando a obesidade abdominal associada a dois ou mais componentes 

da SM (SBC, 2005) (vide Quadro 1). 
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Fonte: SBC-Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2005. 

 

Evidências sugerem que alterações no sistema circadiano e no sono podem participar 

na patogênese da doença. Estudos clínicos epidemiológicos sustentam a hipótese de que uma 

das principais alterações no mundo industrializado que contribui para patogênese da SM 

envolve a introdução de luz artificial no trabalho noturno. O trabalho noturno é uma condição 

clínica comum indicativa de interações entre ritmos circadianos e metabolismo em seres 

humanos, sendo que vários estudos indicam que a maioria dos trabalhadores do turno da noite 

relata dificuldades em tolerar essa condição. Recentemente, em um estudo no qual os 

participantes foram submetidos a um desalinhamento circadiano (simulação do trabalho 

noturno), os pesquisadores observaram uma redução nos níveis plasmáticos de leptina, 

resistência à insulina, ritmo de cortisol invertido e aumento da pressão arterial (Scheer et al., 

2009).  Assim, a relação entre a interrupção circadiana e patologias metabólicas parece ser 

bidirecional em humanos, sugerindo que a perturbação circadiana pode levar a um ciclo 

vicioso e contribuir para o aumento e progressão da doença metabólica.  

 

Marcadores Adipogênicos 

Estudos mostram que rupturas nos padrões de sono, muitas vezes ligadas ao estilo de 

vida, estão associadas com aumento da gordura corporal e alterações no metabolismo. 

Trabalho noturno, por exemplo, é caracterizado por mudanças nos ritmos biológicos. 

Trabalhadores noturnos aumentam o risco de hipertensão (Kitamura et al., 2002), além disso, 

desencadeiam outros efeitos metabólicos como, obesidade abdominal, dislipidemia 

(diminuição do HDL colesterol e aumento dos triglicerídeos) e alterações na tolerância à 

glicose (Di Lorenzo et al., 2003), todos sugestivos de que o trabalho noturno pode contribuir 

para o desenvolvimento da SM. Similarmente, está bem estabelecido que haja uma 
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significante relação entre o desenvolvimento da obesidade e parâmetros circulantes de 

lipídios. Estudos em ratos com peso normal sugerem o envolvimento de lipídios circulantes, 

particularmente triglicerídeos (TG), que são marcadamente elevados pela utilização de uma 

dieta hipercalórica comparado com dieta padrão e estimulam peptídeos hipotalâmicos 

conhecidos por aumentar a alimentação (Chang et al., 2007; Gaysinkaya et al., 2007). Outras 

evidências sugerem que níveis elevados de triglicerídeos podem ter impacto sobre 

mecanismos cerebrais que controlam a alimentação e podem desta forma, contribuir com o 

desenvolvimento de hiperfagia, promovendo superalimentação e levando ao aumento do peso 

corporal, desenvolvendo alterações metabólicas que podem desencadear obesidade e 

síndrome metabólica (Chang et al., 2007; Gaysinkaya et al., 2007).  

Nos últimos anos, o tecido adiposo branco tem sido reconhecido por desempenhar um 

papel central em vários estados patológicos, incluindo síndrome metabólica e obesidade. 

Além das suas funções primárias como um reservatório para o excesso de energia, o tecido 

adiposo também serve como um órgão endócrino, produzindo adipocinas, regulando 

importantes processos biológicos como metabolismo energético e respostas 

imune/inflamatórias (Wang et al., 2008). Este tecido é submetido à atuação de outros 

hormônios que promovem efeitos diversos, não só sobre o seu metabolismo, mas também na 

função endócrina e na regulação da adipogênese. A produção e liberação destes hormônios 

são distribuídas em um ciclo de 24 horas, o qual pode sofrer interferências do estilo de vida 

ou exposição a determinados fatores, como a luz durante a noite, atividades físicas ou 

alimentos em diferentes horários.  

A adiponectina é a mais abundante proteína secretada pelo tecido adiposo (Ahima, 

2006), é de produção específica pelos adipócitos, com função antiaterogênica e reguladora da 

homeostase dos lipídeos e da glicose. Adiponectina também potencializa a ação da insulina no 

fígado e reduz a produção de glicose hepática, além de induzir a oxidação de gorduras 

diminuindo os triacilgliceróis em nível hepático e muscular (Havel, 2004). Os níveis de 

adiponectina são inversamente relacionados com a massa de gordura, diminuindo à medida 

que o tecido adiposo aumenta. Tem sido demonstrado que essa proteína encontra-se reduzida 

no soro de indivíduos e roedores obesos ou resistentes à insulina. A queda da adiponectina 

plasmática (hipoadiponectinemia) é causada por interações de fatores genéticos e ambientais 

(Ohashi et al., 2004). Em indivíduos que apresentam baixos níveis circulantes de adiponectina 

foram observadas várias disfunções associadas como diabetes, aterosclerose, hipertensão, 

dislipidemias, sugerindo a existência de associação entre hipoadiponectinemia e 
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estabelecimento de SM. Do mesmo modo, recentes estudos mostram uma relação entre 

administração da adiponectina e redução do peso corporal (Qi et al., 2004). 

Há muitas evidências ligando regimes alimentares e componentes alimentares com 

alterações no sistema circadiano (Froy, 2007). Dietas hipercalóricas podem influenciar nas 

respostas do relógio biológico e as oscilações circadianas da adiponectina, que está envolvida 

no metabolismo, tornam-se interrompidas no desenvolvimento da obesidade e SM (Froy, 

2007). Além da sua função como sensibilizadora da insulina, a adiponectina está implicada na 

patogênese da maioria das principais patologias relacionadas à obesidade, incluindo 

hipertensão, aterosclerose, esteatose hepática, falência cardíaca, inflamação das vias aéreas e 

câncer de mama. Os níveis de adiponectina são controlados por vários mecanismos, como a 

secreção de adiponectina pelos adipócitos e a regulação por outras adipocinas inflamatórias 

(Zhu et al., 2008). 

A leptina é outro hormônio produzido pelo tecido adiposo, tanto em roedores quanto 

em humanos (Eguchi et al., 2008), atuando como um fator de sinalização entre o tecido 

adiposo e o SNC, agindo fundamentalmente no hipotálamo. Promove a redução na ingesta 

alimentar e o aumento do gasto energético, regulando a função neuroendócrina e o 

metabolismo da glicose e de gorduras (Romero et al., 2006). Além disso, inibe expressão do 

neuropeptídeo Y (NPY) e Agouti related peptide (AgRP), envolvidos nos mecanismos de 

aumento da ingestão alimentar e de ação redutora no gasto energético. Recentemente foi 

relatado que a inibição da expressão do receptor de leptina em adipócitos poderia produzir 

muitos dos sintomas que acompanham a deficiência total de leptina (Huan et al., 2003).  

O papel da leptina na regulação do peso corporal é evidenciado em modelos animais 

com deficiência de leptina, observando-se que a falta de leptina provoca obesidade, tanto em 

humanos como em roedores (Ioffe e Moon, 1998). Na maioria dos casos de obesidade, a 

leptina é secretada na proporção da massa de gordura, tal que os níveis circulantes de leptina 

correlacionam-se com a adiposidade corporal. Por conseguinte, sujeitos obesos têm elevados 

níveis de leptina associados com redução na sensibilidade deste hormônio (Maffei et al., 

1995). Estudos sugerem que alterações na ação da leptina na região hipotalâmica poderiam 

estar relacionadas com a suscetibilidade no desenvolvimento da obesidade (Levin et al., 2004; 

Tulipano et al., 2004).  

A liberação de leptina é controlada por diversas substâncias, como insulina, GCs e 

citocinas pró-inflamatórias. Assim, um aumento nos níveis desta adipocina reduz a ingestão 

alimentar, enquanto níveis mais baixos induzem à alimentação (Stunkard et al., 2003). Os 

níveis de concentração da leptina encontram-se aumentados durante a noite em indivíduos 
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com hábitos diurnos e peso saudável, além disso, dietas hipercalóricas provocam um aumento 

das concentrações séricas de leptina e do peso corporal (20%) quando comparada com a dieta 

padrão, como ilustrado em roedores (Moraes et al., 2003, Macedo et al., 2012), sugerindo que 

a leptina está envolvida no controle de feedback de ingestão de gordura. 

Estudos em ratos mostraram que a leptina apresenta oscilações circadianas em 

concentrações plasmáticas, com picos plasmáticos tardios que ocorrem no período escuro 

(período ativo) e o seu nadir (menor nível, no fim do período de luz). Uma vez que o período 

escuro representa também o período alimentar ativo em roedores, os resultados sugerem que o 

ritmo circadiano expresso na leptina pode ser um comportamento antecipatório, com níveis 

mais baixos do hormônio no início do período alimentar para facilitar a alimentação máxima 

durante este período e os níveis aumentando gradualmente até a concentração máxima no 

final do período de alimentação para facilitar a supressão da ingestão de alimentos durante o 

período inativo (Sánchez et al., 2004). 

Por fim, o estudo destas relações entre obesidade e SM, exposição a estresse crônico e 

ritmos biológicos podem colaborar no desenvolvimento de novas terapias para o tratamento 

de transtornos metabólicos. Logo, é importante ressaltar que a cronobiologia tem colaborado 

para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na manifestação dos ritmos 

biológicos e suas interações com os ritmos ambientais, nas respostas fisiológicas e 

comportamentais. Por conseguinte, estudos cronobiológicos podem contribuir com diferentes 

áreas do conhecimento na compreensão de patologias e terapêuticas. 
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