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Resumo

Background: O reldgio bioldgico interno pode ser sincronizado por diferentes agentes ou
zeitgebers. A atividade fisica regular e os ciclos de temperatura constituiriam estimulos
secundarios para a sincronizacao do sistema circadiano de controle temporal aos ciclos
diarios de claro/escuro. Portanto, o presente trabalho investigou tanto o efeito do
exercicio fisico no sistema circadiano, quanto a influéncia do horério do dia nos ajustes

fisiologicos induzidos pela exposic¢do ao frio em ratos Wistar.

Materiais e métodos: No primeiro experimento, investigou-se o efeito de uma Unica

sessdo de exercicio fisico (40%, 70% e teste de exercicio progressivo até a fadiga) em
diferentes componentes do sistema circadiano, tais como: a expressdo de genes de reldgio
em musculo esquelético e adrenais (rtPCR); a secrecdo de corticosterona (ELISA); as
oscilagdes de temperatura interna e atividade locomotora espontanea (telemetria). No

sequndo_experimento, avaliou-se o efeito do treinamento fisico em diversos niveis do

sistema circadiano de controle temporal em condic¢des de repouso, tais como: a expressao
de genes do relégio no musculo esquelético (rtPCR); a secre¢do de corticosterona
(ELISA), as oscilacbes de temperatura interna e atividade locomotora espontanea
(telemetria); a atividade serotonérgica e dopaminérgica no sistema nervoso central
(HPLC). Apos 8 semanas de treinamento, 0os animais foram eutanasiados em diferentes
horarios do dia para colheita de cérebro, muasculo esquelético e sangue. No terceiro
experimento, estudou-se o efeito do horario do dia nos ajustes fisiologicos e no relégio
periférico (rtPCR) em resposta a exposi¢do aguda ao frio. Os animais foram submetidos a
condicdes de temperatura ambiente constante (23 °C) ou ambiente frio (4 °C) em seis
horéarios diferentes do dia por 3 horas. Imediatamente apds os animais foram eutanasiados
para colheita de tecido adiposo marrom e musculo esquelético.

Resultados: O exercicio fisico durante a fase clara do ciclo claro/escuro, alterou
transitoriamente o balanco térmico circadiano ao elevar a temperatura interna de maneira
independente dos aumentos sustentados de atividade locomotora. Esse desequilibrio no
balango entre temperatura interna e atividade locomotora espontanea foi acompanhado
por uma elevacdo nos niveis de corticosterona dependente da carga de trabalho. A
exposicdo dos animais a esteira sem a realizacdo de exercicio induziu uma elevacdo na
transcricdo de PER1 no musculo gastrocnémio que foi atenuada de forma inversamente

proporcional pela carga de trabalho realizada durante o exercicio.



O exercicio fisico realizado regularmente durante a fase clara por 8 semanas promoveu
ajustes no balanco térmico diario aumentando a atividade locomotora espontanea durante
a fase escura, sobretudo nas ultimas horas dessa fase do dia. Centralmente, tais ajustes
foram acompanhados por alteracfes na atividade serotonérgica e dopaminérgica na area
pré-Optica e serotonergica no nucleo paraventricular do hipotadlamo. Perifericamente, o
treinamento induziu um aumento na transcricio de PER1 no mdsculo gastrocnemio
durante a transicdo da fase escura para a clara, indicando uma adaptagcdo em pelo menos

um dos componentes moleculares do reldgio biologico periférico.

Durante a exposicdo ao frio durante a fase de repouso observou-se uma atenuagdo da
mudanca de substrato energético preponderante. Tal alteracdo foi acompanhada de uma
leve hipertermia associada ao aumento da taxa metabolica. Adicionalmente, o horério do
dia influenciou a intensidade da resposta ao frio de diversos componentes moleculares do
relogio periférico, tais como CLOCK, PER1, CRY1, CRY2 e REV-ERBo de maneira
tecido-especifica no musculo séleo e no tecido adiposo marrom, sugerindo a participacdo

do sistema circadiano periférico na modulagéo da resposta ao frio.

Conclusdo: O presente trabalho demonstrou que o exercicio fisico pode influenciar o
sistema circadiano de controle temporal modulando perifericamente a atividade de genes
do relégio e promovendo ajustes na variacao diaria de atividade monoaminérgica basal
em areas diretamente envolvidas no controle da temperatura interna e no balango térmico.
Além disso, ficou caracterizada ndo apenas a importancia do horario do dia como fator
determinante da intensidade dos ajustes metabolicos ao ambiente frio, mas também a

provavel participacdo do relégio periférico na modulagéo dessas respostas.



Abstract

The internal biological clock can be synchronized by different entraining agents or
zeitgebers. Regular physical activity and temperature cycles would be secondary stimuli
for the synchronization of the circadian system to daily light/dark cycles. Therefore, the
present study investigated both the effect of physical exercise on the circadian system and
the influence of daylight hours on the physiological adjustments induced by cold

exposure in Wistar rats.

In the first experiment, the effect of a single physical exercise session (groups: rest,
submaximal exercise at 40 and 70% of the average maximum velocity verified for the
evaluated population, exercise test until fatigue) was investigated in different components
of the circadian system: the expression of clock genes in skeletal msucle and adrenal
(rtPCR); corticosterone secretion (ELISA); the oscillations of body temperature and
locomotor activity (telemetry). In the second experiment the effect of physical training on
several levels of the circadian system under resting conditions was evaluated: the cycle of
the expression of the clock genes in skeletal muscle (rtPCR); the corticosterone cycle
(ELISA), the oscillations of body temperature and locomotor activity (telemetry); cycles
of serotonergic and dopaminergic activity in the central nervous system (HPLC). After 8
weeks of training, the animals were euthanized at different times of the day to harvest
brain, gastrocnemius muscle and blood. In the third experiment the effect of day-time on
the physiological adjustments (telemetry and indirect calorimetry) and the peripheral
clock (rtPCR) in response to acute cold exposure were studied. The animals were
submitted to conditions of constant ambient temperature (23 ° C) or cold environment (4
° C) at six times of the day for 3 hours. Immediately after the animals were euthanized to

harvest brown adipose tissue and soleus muscle.

When performed during the resting phase of the light / dark cycle, physical exercise
temporarily altered the circadian thermal balance by elevating body temperature
independently of sustained increases in locomotor activity. This transitory imbalance in
the balance between body temperature and locomotor activity was accompanied by an
elevated-dependent workload on corticosterone levels immediately after exercise.
Surprisingly, exposure of the animals to the treadmill without exercise induced an
elevation in the transcription of PER1 in gastrocnemius, attenuated in a inverse

proportion to the workload performed during the exercise.



In turn, when performed with a regular schedule and for 8 weeks, physical exercise
promoted adjustments in the daily heat balance by increasing the levels of locomotor
activity during the active phase, especially in the last hours of this phase of the day.
Centrally, such changes were accompanied by changes in serotonergic and dopaminergic
activity in the preoptic area and serotonergic activity in the paraventricular nucleus of the
hypothalamus. Peripherally, despite the similarity in the circulating corticosterone cycle,
the training induced an increase in the transcription of PER1 in the gastrocnemius,
especially during the transition from the dark phase to the light phase, indicating an
adaptation of the peripheral clock.

Finally, an attenuation of substrate shift evoked by cold exposure during the resting phase
was observed. Such alteration was accompanied by mild hyperthermia associated with
increased metabolic rate. In addition, the time of day influenced the intensity of the
expression of several molecular components of the peripheral clock, such as CLOCK,
PER1, CRY1, CRY2 and REV-ERBu in different ways for the soelus muscle and the
brown adipose tissue, suggesting the participation of the peripheral circadian system in
modulating the response to cold.

Thus, the present study demonstrated that physical exercise can influence the circadian
system by peripherally modulating clock or clock gene activity and also by promoting
adjustments in basal monoaminergic activity cycles in areas directly involved in the
control of body temperature and thermal balance. In addition, it was characterized not
only the importance of the time of day for the intensity of the metabolic adjustments to
the cold environment, but also the likely participation of the peripheral clock in the
modulation of these responses.
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1 INTRODUCAO

A alternancia periddica de fendmenos ambientais constitui um elemento essencial para a
compreensdo do processo evolutivo de selecdo natural (Pittendrigh, 1993). Nesse
contexto, a sucessdo de dias e noites teria consolidado a existéncia tanto de momentos
propicios a atividade quanto daqueles dedicados ao repouso. A periodicidade entre dias e
noites, agregou-se a maior, ou menor, temperatura ambiente em decorréncia da propria
incidéncia de luz solar sobre a superficie da Terra. Dependendo tanto da orbita do planeta
quanto da inclinacdo do seu eixo em relagdo ao Sol, a superficie do planeta é aquecida
durante o dia e resfriada durante a noite. Tais movimentos astronémicos da Terra em
volta do proprio eixo (rotacdo) e ao redor do Sol (translacdo) sdo as fontes originarias de
fendbmenos ambientais de natureza ciclica, quais sejam os dias e as noites, bem como as

estacOes do ano.

A sobrevivéncia dos seres vivos existentes no planeta depende, em parte, da adequagao de
suas condicdes de vida a esses fenomenos perioddicos inerentes ao planeta (Gerhart-Hines
e Lazar, 2015). A perpetuacdo de uma espécie e seu consequente (in)sucesso evolutivo
depende da melhor interpretacdo dos sinais ambientais disponiveis. A presenga ou a
auséncia de luz pode facilitar a identificacdo de alimentos e parceiros sexualmente
receptivos para alguns organismos, enquanto, para outros, pode representar uma
exposi¢do excessiva para potenciais predadores, uma menor disponibilidade de alimentos
ou at¢ mesmo uma maior dificuldade para a ocorréncia da reproducao.
Concomitantemente, variacdes da temperatura no habitat também podem ser traduzidas
em termos de viabilidade para determinado tipo de atividade, de disponibilidade de
alimento e, at¢é mesmo, de presenga de predadores ou presas no ambiente (Pittendrigh,

1993).

A modernidade, a globalizagdo e o desenvolvimento acelerado da computacao,
introduziram a possibilidade de manipular com maior eficiéncia o ambiente no qual o
individuo existe e interage com os demais. Em um primeiro momento, a luz artificial
elétrica conduziu a uma auténtica “coloniza¢do” da noite pelos seres humanos.
Interessante notar que esse processo de ocupacdo ocorreu em prejuizo das caracteristicas
diurnas desenvolvidas pela espécie ao longo do seu relativamente curto processo
evolutivo. Se, por um lado, aumentou-se a sensacao de seguranga decorrente da presenca

de luz, por outro, a possibilidade de trabalho regular em momentos afeitos ao repouso



representou uma novidade com possiveis repercussdes comportamentais, bioldgicas e de

saude (Gerhart-Hines e Lazar, 2015).

No mesmo sentido, o dominio de tecnologias que auxiliam a manutengdo de um maior
conforto térmico independentemente da temperatura ambiente poderia resultar em uma
menor importancia da variacdo diaria desse sinal ambiental para a sobrevivéncia da
espécie (Rensing e Ruoff, 2002). A permanéncia em uma sala com temperatura
controlada durante todo o periodo de atividade pode tanto bloquear sinais temporais
dependentes da temperatura ambiente, quanto potencializar sinais que conduzam ao
estado de maior atividade ou sonoléncia. Por sua vez, a utilizagdo de vestimentas que
protegem o individuo do frio no inverno pode se confundir com sinais bioldgicos
vinculados a estagdo do ano e, consequentemente, a duragao dos dias e noites, alterando

habitos comportamentais de atividade.

Tendo em vista essa capacidade de atuar diretamente nos fendmenos ambientais de
natureza ciclica, pode-se inferir que a modernidade introduziu um conflito de sinais
bioldgicos para a sincronizacao das fungdes vitais dos seres humanos. Todos esses fatores
recentemente incorporados ao estilo de vida da espécie humana vém sendo associados a
uma maior prevaléncia de doencas cardiovasculares, metabdlicas e imunologicas
(Escobar et al., 2011; Salgado-Delgado et al., 2011; Forbes-Robertson et al., 2012;
Gerhart-Hines e Lazar, 2015). Face a tal associagdo, um melhor entendimento acerca da
interacdo entre esses agentes sincronizadores exdgenos € os processos endogenos de
regulagdo e controle fisiologicos faz-se necessario. Nesse sentido, tem-se buscado o
aprofundamento do conhecimento referente aos efeitos agudos ou cronicos das diferentes
situacdes com potencial de promover distirbios na relagdo entre processos biologicos

internos e condi¢des ambientais externas no processo de dessincronizacdo biologica.

Essa compreensdo perpassa pela identificacdo de tais agentes ambientais, conhecidos
como zeitgebers (do alemao zeit, tempo; e geben, dar, doar). De fato, em acordancia com
uma perspectiva evolutiva, reconhece-se a luz como principal zeitgeber. Tanto a
alternancia diaria quanto a sazonalidade (ou a propor¢ao da duragao) dos dias e noites sdo
as fontes primarias de informacdo temporal do ambiente para mamiferos. Entretanto,
pode-se argumentar que a capacidade de adaptagdo de uma espécie a fendmenos ciclicos
ndo deveria se restringir a um unico estimulo ambiental. Consonante com essa
perspectiva, outros zeitgebers foram identificados nas ultimas décadas (Buijs e Kalsbeek,
2001). Tais agentes sao denominados secundarios, posto que dificilmente podem

sobrepor seus sinais temporais aquele proveniente da luz ambiente. Dentre esses agentes



sincronizadores de segundo nivel, reconhece-se a disponibilidade e a qualidade do
alimento como um potente zeitgeber, sobretudo quando o foco de analise recai sobre o
metabolismo energético e seu controle pelo figado, pancreas e tecido muscular
esquelético (Gerhart-Hines e Lazar, 2015). Em um outro patamar, pode-se agrupar ainda
as oscilacdes da temperatura ambiente e o realizacdo de atividade fisica como
sinalizadores temporais para o organismo (Gerhart-Hines e Lazar, 2015; Mayeuf-
Louchart et al., 2015; Tahara et al., 2017). Apesar de constituirem fatores de menor
potencial de sinalizagdo temporal, constituem fonte de informagdo temporal essencial
acerca das demandas térmicas e energéticas do sistema nos diferentes momentos do dia e,
consequentemente, afetam a manuten¢ao da homeostase do sistema. Adicionalmente, tais
agentes representariam sinais capazes de se sobrepor as oscilagcdes regulares do sistema,
desencadeando respostas biologicas agudas e, algumas vezes, extremas, que, apesar de
perturbar transitoriamente o sistema de sinalizagdo temporal, elevariam a chance de
sobrevivéncia. Tanto a exposicdo a temperaturas extremas quanto a pratica de exercicio
fisico com maiores cargas de trabalho servem de exemplo de sobreposi¢ao de uma

resposta de defesa do equilibrio interno a oscilagdo fisiologica basal.

Apesar dessa relagdo direta entre o sistema de controle temporal e o sistema de controle
da homeostase estabelecida por meio da influéncia de zeitgebers, relativamente pouca
informacao acerca do tema era encontrada na literatura cientifica. Entretanto, esse cenario
comegou a ser alterado nos ultimos 20 anos (Buijs e Kalsbeek, 2001). Dois fatores
principais contribuiram para tal mudanca: a identificacdo dos componentes moleculares
desse sistema de sinalizacdo temporal que tem permitido o mapeamento funcional em
multiplos niveis biologicos de um complexo reldgio interno; e a associagdo entre estilos
de vida que ignoram a existéncia de um relogio endéogeno com o desenvolvimento de
doengas ndo transmissiveis (Buijs e Kalsbeek, 2001). Dessa forma, a melhor
compreensao da relacdo entre ajustes homeostaticos e sinais temporais serviria de auxilio
para a elaboragdo de estratégias de prevencdo ou tratamento de tais condigdes
potencialmente nocivas ao bem-estar € que também permitam maximizar a qualidade de

vida da populacdo em geral.

Dessa maneira, o presente trabalho foi organizado com o objetivo de caracterizar os
efeitos da manipulagdo de dois zeitgebers secundarios do sistema circadiano de controle
temporal, exercicio fisico e temperatura ambiente, tanto nas oscilagdes circadianas do
relogio bioldgico, quanto nos ajustes homeostaticos envolvendo os sistemas de controle

da temperatura e do metabolismo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RITMOS BIOLOGICOS

A maior parte das variaveis que compdem os diversos sistemas fisiologicos de controle
possui oscilacbes didrias marcadas por picos e vales usualmente associados ao nivel de
atividade do sistema bioldgico (Foster e Wulff, 2005). Essa periodicidade fisiologica
constitui um alicerce da viabilidade bioldgica, estando presente nos sistemas de controle e
regulacao de fungbes basicas dos organismos, tais como termorregulagdo, regulacdo do
metabolismo, cardiovascular, dos ciclos de atividade e repouso, ou vigilia e sono, dentre
outros (Foster e Wulff, 2005). Tais variacdes ciclicas sdo manifestacdes de ritmos
bioldgicos que, por sua vez, caracterizam-se por mudancas recorrentes nos niveis de
atividade de determinado parametro bioldgico em intervalos regulares de tempo (Foster e
Wulff, 2005).

A periodicidade de um ritmo bioldgico possui tanto componentes enddgenos quanto
exogenos que se entrelacam no processo de sincronizagcdo de um organismo com suas
fungdes internas e com caracteristicas de natureza ciclica do ambiente no qual esta
inserido. Dessa forma, a alternancia entre dias e noites, um dos estimulos fisicos mais
primitivos e anterior a propria existéncia da vida na Terra, constituiria fator central no
desenvolvimento de um reldgio bioldgico adaptado aos ciclos de claro/escuro, bem como
as demandas ambientais associadas, tais como a disponibilidade de alimentos, a
temperatura ambiental e a propria presenca de individuos da mesma espécie ou de
predadores (Aschoff, 1960; Pittendrigh, 1993; Albrecht, 2012).

Nesse sentido, 0 movimento de rotacdo da Terra ao redor do proprio eixo constitui a base
de sustentacdo para os ritmos bioldgicos, dentre os quais destacam-se 0S ritmos
circadianos, cuja periodicidade é de aproximadamente 24 horas, ou um dia (do latim circa,
cerca de; e diem, dia). Analogamente, seria natural concluir que a alteranancia entre luz e
escuriddo, constitui-se como um dos principais agentes exdgenos que sincronizam (ou
arrastam) o relogio bioldgico, um zeitgeber por definicdo. De fato, outro componente
evolutivo essencial para a sobrevivéncia de um organismo vivo seria sua capacidade de se
adaptar as alteragfes anuais na disponibilidade de luz ambiente, decorrente de outro
movimento astrondmico da Terra, a sua translagcdo em torno do sol, gerando as esta¢des

do ano.

Dessa forma, percebe-se que o desenvolvimento de um reldgio biolégico adaptado as

oscilagBes diarias de claro e escuro, bem como as mudancas nas duracfes dessas fases



constituiria fator primario para a sobrevivéncia e perpetuacdo das espécies. Um
organismo com um ritmo sincronizado aos ciclos de luminosidade estaria bem adaptado
as mudangas ciclicas no ambiente, prevendo-as e antecipando acgdes/estratégias
potencialmente vantajosas, tais como a disponibilidade de alimentos, a presenca de
parceiros para interagir e procriar, a atuacdo de predadores, ou até mesmo o calor/frio

ambiental.

Evidentemente, outros fatores ambientais poderiam fornecer informacdes temporais
relevantes. Tais fatores sdo considerados secundarios a luminosidade ambiente (Aschoff,
1960). Essa caracterizagdo decorre tanto de sua menor influéncia relativa na presenca de
um ciclo regular de claro/escuro, quanto pelo fato de se encontrarem direta, ou
indiretamente, relacionados aos ciclos de dias e noites. Dentre 0s zeitgebers secundarios
pode-se destacar a ingestdo de alimentos, a temperatura ambiente e a realizacdo de
atividade fisica (Gerhart-Hines e Lazar, 2015). A ingestdo de alimentos, tendo em vista a
periodicidade da disponibilidade de alimentos na natureza, ocorre com certa regularidade
de horérios (Schibler et al., 2003). A variacdo da temperatura ambiente (Brown et al.,
2002; Chappuis et al., 2013; Gerhart-Hines et al., 2013; Li et al., 2013) e a oscilagdo
enddgena da temperatura interna (Buhr et al., 2010; Saini et al., 2012) constituem sinais
temporais para a sincronizacdo do reldgio bioldgico. Por sua vez, a atividade fisica,
quando realizada com regularidade, também pode sincronizar o reldgio biologico
(Salgado-Delgado, Nadia, et al., 2010; Wolff e Esser, 2012; Pastore e Hood, 2013).

2.2 SISTEMA CIRCADIANO DE CONTROLE TEMPORAL

A organizacdo estrutural do reldgio biol6gico tem sido descrita em termos de um modelo
definido em multiplos niveis de controle e regulacdo hierarquicamente organizados
(Aschoff e Wever, 1976; Pittendrigh, 1993; Dibner et al., 2010). Existem evidéncias de
atuacdo direta e indireta do sistema circadiano de controle temporal no relégio biolégico
intrinseco envolvido na regulacéo da atividade cardiovascular, da temperatura interna, do
metabolismo, do sistema enddcrino, do ciclo de sono/vigilia, gastrointestinal (Buijs et al.,
1993; Kalsbeek et al., 2003; Cailotto et al., 2005; Scheer et al., 2005; Scheer et al., 2010).

Segundo o modelo comumente utilizado para descrever o sistema circadiano, o controle
integrado da atividade ocorre de forma verticalizada (up-bottom e bottom-up) (Aschoff e
Wever, 1976). A coordenacdo entre os diferentes niveis de controle seria centralmente
realizada pelo nucleo supraquiasmatico do hipotdlamo (SCN), cuja integridade ¢é essencial

para a manutencao de ritmos bioldgicos (Moore e Eichler, 1972; Stephan e Zucker, 1972;



Stephan e Nunez, 1977; Stephan et al., 1979; Lehman et al., 1987; Scheer et al., 2005). O
SCN, ao integrar informacdes temporais provenientes do trato retino-hipotalamico com
informagdes provenientes de outros centros de controle de ciclos de atividade/repouso,
sincroniza as fases de diferentes sistemas fisioldgicos, constituindo um auténtico regente

para o organismo (Kalsbeek et al., 2006).

Neurdnios do SCN exibem propriedades peculiares que o qualificam como reldgio central
do sistema circadiano de controle temporal. Esses neurdnios tanto podem exibir ritmos
autdbnomos gerados intrinsecamente quanto podem ser sincronizados pela estimulagéo das
vias aferentes que transmitem informacgdes temporalmente relevantes para o0 SCN
(Vogelbaum e Menaker, 1992; Menaker e Vogelbaum, 1993; Satinoff et al., 1993;
Vogelbaum et al., 1993). Quando isolados em cultura, esses neurdnios apresentam ritmos
de atividade por 30 ou mais ciclos ambientais, enquanto células de 6rgdos periféricos e
neurdnios de outras regides cerebrais apresentam ritmos atenuados € menos sustentaveis
(Yamazaki et al., 2000).

Adicionalmente, 0 SCN projeta-se para varios centros de regulacdo de funcGes essenciais
para a sobrevivéncia. Acredita-se que, através dessas projecdes, 0 SCN modula direta ou
indiretamente a atividade de regies do sistema nervoso central (SNC), tais como a area
pré-optica (POA), a regido sub-paraventricular do nucleo paraventricular (subPVZ) e o
nicleo dorsomedial (DMH) do hipotdlamo, bem como o nudcleo arqueado (ARQ)
(Hastings et al., 2003; Kriegsfeld e Silver, 2006; Saper, 2013). Por meio dessas eferéncias,
0 SCN comunicaria aos diversos tecidos periféricos a fase do relégio central para o ajuste
nos subniveis do sistema, sobretudo nas adrenais, figado, tecido adiposo, pancreas,

tireoide e musculo esquelético.

Se 0 SCN consiste no elemento central do sistema, os componentes moleculares do
relogio bioldgico, descobertos nos ultimos 30 anos, constituiriam os elementos difusos da
estrutura (FIG 1). Esse mecanismo molecular, distribuido por praticamente todas as
células, engloba um sistema de retroalimentacdo fundamentado na transcri¢do/traducao
de proteinas BMALL (brain and muscle ARNT-like protein 1) e CLOCK (circadian
locomotor output cycles kaput) na alca positiva, e PER (periodo) e CRY (criptocromo) na
alca negativa. Essas proteinas atuam como fatores de transcricdo para diversos genes
(genes controlados pelo relégio) envolvidos no controle fungdes vitais das células,

especialmente no metabolismo energético, ciclo e atividade celular (Hastings et al., 2003).
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FIGURA 1. Os componentes moleculares do relégio biolégico. (Schroeder e Colwell, 2013).

2.3 ATIVIDADE FISICA E RITMOS BIOLOGICOS

Os ritmos de atividade fisica e temperatura interna constituem dois dos efetores mais
estudados do sistema circadiano de controle temporal (Foster e Wulff, 2005). O
acoplamento entre a producdo de calor decorrente da atividade fisica ao aumento de
temperatura interna é central para o balanco térmico circadiano (Webb, 1995; Refinetti,
2003). Essa relagdo direta entre os dois pardmetros serve de referéncia inicial para a
qualidade da ritmicidade do sistema biolégico (Weinert e Waterhouse, 1998; Machado et
al., 2015; Machado et al., 2016). Quaisquer alteracGes nos componentes oscilatérios
dessas variaveis e em sua relacdo poderiam sinalizar disturbios no sistema circadiano e,
potencialmente, favorecer o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e metabdlicas
(Kotz et al., 2008).

Em roedores, a atividade fisica diaria pode ser avaliada de diferentes formas. A atividade

locomotora espontanea pode ser caracterizada como aqueles movimentos corporais



associados a ac¢des habituais de cardter comportamental ou de atividade autonémica,
podendo estar relacionada a alimentacdo, higiene, interacdo social, termorregulacéo (Kotz
et al., 2008). Nao deveriam ser confundidas, portanto, a atividade locomotora espontanea
com a atividade na roda, outra manifestacdo da atividade fisica em roedores, marcada por
um componente motivacional intrinseco determinante (Kotz et al., 2008; Garland et al.,
2011; Rabelo et al., 2015).

Seguindo um padrdo ritmico acoplado ao ciclo de sono/vigilia adequado a animais com
habitos noturnos, os niveis de atividade locomotora espontanea dos ratos séo elevados
durante a fase ativa/escura (dia subjetivo) e reduzidos durante a fase de repouso/clara
(noite subjetiva). Essa oscilacdo diaria da atividade locomotora espontanea influencia o
préprio ritmo de temperatura interna, caracterizando uma associacdo direta entre 0s
parametros descrita por diversos autores (Gordon, 1994; Weinert e Waterhouse, 1998;
Refinetti, 2003; Lima et al., 2014; Machado et al., 2015). Interessante notar que, se
atividade locomotora espontanea e atividade de corrida na roda ndo se confundem, as
oscilacBes de ambas as varidveis possuem fases semelhantes, o que resulta em dificuldade
de dissociagdo entre ambas em diversos trabalhos cientificos abrangendo o tema (Kotz et
al., 2008; Virtue et al., 2012; Abreu-Vieira et al., 2015).

Nesse sentido, a atividade locomotora espontanea poderia ser uma das formas de controle
da temperatura interna sob controle direto do reldgio central. Postula-se que o controle
comportamental e autonémico da temperatura interna passaria por oscilacdes de natureza
circadiana (Pittendrigh, 1993; Briese, 1998). Inicialmente, demonstrou-se que atividade
locomotora espontanea e a temperatura interna correlacionavam-se diretamente ao longo
das 24 horas do dia (Buttner e Wollnik, 1982). Adicionalmente, essa relagdo entre as
variaveis oscilaria conforme a espécie e o horario do dia (Refinetti, 2010), de tal forma
que a influéncia da atividade locomotora espontanea sobre a temperatura interna seria
maior na fase de repouso em comparagdo com a fase de atividade (Mrosovsky, 1996;
Weinert e Waterhouse, 1998; Machado et al., 2015; Machado et al., 2016).

Em relagcdo aos mecanismos de controle da atividade locomotora, tem sido proposta uma
rede complexa para a modulacdo do nivel de atividade associado ao tipo de demanda
carateristica para determinados horarios do dia (Hughes e Piggins, 2012). O elemento
central desse sistema seria a atividade do SCN. O SCN integraria os sinais referentes ao
ciclo claro/escuro com sinais decorrentes do ciclo de sono/vigilia provenientes do
hipotalamo lateral (LH), resultando em uma informacdo temporal transmitida para as

diversas eferéncias do sistema relacionadas direta ou indiretamente com a atividade



locomotora. Dessa maneira, segundo esse modelo tedrico, o sistema de controle da
atividade locomotora esponténea circadiana é de natureza retroalimentar, uma vez que o
nivel de atividade constitui tanto informacdo para o sistema quanto traduz-se em

sinalizacdo do proprio reldgio central (Hughes e Piggins, 2012).

Esse modelo é fundamentado em trabalhos que buscaram determinar ndo somente a
importancia do SCN para a regulacdo do ritmo de atividade locomotora, mas também a
importancia da via da atividade locomotora espontanea para a modulacdo do nivel de
atividade do prdprio relégio central. Entretanto, em parte desses estudos, os autores nao
dissociavam atividade locomotora esponténea e atividade em roda (Mrosovsky e Salmon,
1987; Yamada et al., 1988; Yamada et al., 1990; Edgar e Dement, 1991; Edgar et al.,
1991; Yamanaka et al., 2008; Pastore e Hood, 2013; Yamanaka et al., 2013; 2016). A
despeito dessa imprecisdo conceitual, estudos que provocaram algum tipo de lesdo do
SCN demonstraram que a integridade do reldgio central seria essencial para a ritmicidade
da atividade locomotora espontanea e também de outros habitos comportamentais dos
animais na auséncia de outros zeitgebers (Lehman et al., 1987; Satinoff et al., 1993;
Vogelbaum et al., 1993; Mrosovsky, 1996). Demonstrou-se, ainda, uma relacdo direta
entre o nivel de atividade neuronal no SCN e o nivel de atividade locomotora espontanea
(Maywood et al., 1999; Schaap e Meijer, 2001; Yannielli et al., 2002; Houben et al.,
2009). Schaap & Meijer (2001), bem como Huben e colaboradores (2009), por exemplo,
demonstraram que potenciais de acdo no SCN podem ser precedidos por episodios
(bursts) de atividade locomotora. Complementarmente, a inducdo de episddios de
atividade locomotora espontanea pode alterar a expressdao de PER1 no préprio SCN,
indicando um efeito direto da atividade locomotora espontanea no reldgio central
(Maywood et al., 1999; Schaap e Meijer, 2001; Yannielli et al., 2002; Houben et al.,
2009).

Essas observagOes sao reforgadas por diversos relatos envolvendo modelos animais de
distdrbios nos ritmos circadianos nos quais a simples introdugdo de um elemento que
viabilize um aumento na atividade locomotora, na maioria das vezes uma roda de
atividade, resulta em resgate de diversos componentes da ritmicidade biolégica ou até
mesmo em facilitacdo do processo de ressincroniza¢do a novos ciclos de claro/escuro,
caracteristicos do trabalho em turno invertido/noturno (shiftwork) e do jet lag em resposta
a mudancas abruptas no fuso horéario (Mrosovsky e Salmon, 1987; Yamada et al., 1988;
Yamada et al., 1990; Edgar e Dement, 1991; Edgar et al., 1991; Dallmann e Mrosovsky,
2006; Salgado-Delgado et al., 2008; Yamanaka et al., 2008; Salgado-Delgado, Nadia, et
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al., 2010; Pastore e Hood, 2013; Yamanaka et al., 2013; Hsieh et al., 2014, Yamanaka et
al., 2016). Tém sido demonstrado que a introducao da roda de atividade por 8 semanas
proporciona o resgate ndo apenas dos niveis de atividade locomotora, como também de
atividade mitocondrial em animais com uma mutagcdo no gene que codifica a proteina
CLOCK (Pastore e Hood, 2013). Em um modelo de trabalho noturno de 8 horas de
atividade forcada em uma roda durante a fase de repouso, observou-se um
desacoplamento entre a atividade do SCN e atividade locomotora, temperatura interna,
alimentacdo, metabolismo e atividade do sistema nervoso central (Salgado-Delgado et al.,
2008; Salgado-Delgado, Nadia, et al., 2010; Hsieh et al., 2014). Analogamente, propde-se
que a exposicao regular de animais a roda de atividade durante a fase de repouso poderia
ser um modelo de estudo para “conflitos de zeitgebers” (Dallmann e Mrosovsky, 2006).
No mesmo sentido, a sincronizacgéo a diferentes ciclos de claro/escuro pode ser favorecida
com a introducdo da roda de atividade na fase adequada (Mrosovsky e Salmon, 1987;
Yamada et al., 1988; Yamada et al., 1990; Edgar e Dement, 1991; Edgar et al., 1991;
Yamanaka et al., 2008; 2013; 2016). De fato, Edgar & Dement (1991) demonstraram que
o relégio circadiano poderia ser sincronizado pela atividade regular em horéarios

especificos.

A maior parte dos trabalhos investigando a funcdo de zeitgeber da atividade fisica foi
realizada em gaiolas individuais nas quais eram introduzidas rodas de atividade que
permitiam a avaliacdo do ritmo de atividade (Mrosovsky e Salmon, 1987; Yamada et al.,
1988; Yamada et al., 1990; Edgar e Dement, 1991; Edgar et al., 1991; Yamanaka et al.,
2008; 2013; 2016). Com o desenvolvimento de técnicas e equipamentos que permitem o
registro continuo tanto da atividade na roda quanto da atividade fora da roda
simultaneamente (De Visser et al., 2005), associado com outros componentes fisiol6gicos
e, posteriormente, moleculares, tornou-se possivel caracterizar a acdo sincronizadora da
atividade fisica em diferentes niveis do sistema circadiano. Nesse sentido, o0 acesso a roda
de atividade promoveu ajustes de fase em animais selvagens (wild type, WT) e em
animais com deficiéncia na producdo de VIP (polipeptidio intestinal vasoativo) que
expressavam a luciferase acoplada a regido promotora do gene PER2. Tais ajustes foram
observados na atividade locomotora, na frequéncia cardiaca, na temperatura interna e na
bioluminescéncia de PER2: : LUC no figado e nas adrenais (Schroeder et al., 2012). Por
sua vez, Yamanaka e colaboradores (2008 e 2016) observaram que 3 horas de atividade
na roda podem facilitar o realinhamento da atividade de PER2 na musculatura esquelética

e nos pulmdes de camundongos submetidos a protocolos de avango/atraso de fase.
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Em conjunto, parece evidente que a literatura cientifica sobre o tema fortalece o papel da
atividade fisica como zeitgeber para o sistema circadiano (Harrington, 2012; Schroder e
Esser, 2013; Pendergast et al., 2014; Yasumoto et al., 2015; Sasaki et al., 2016; Aoyama
e Shibata, 2017; Takahashi et al., 2017). Entretanto, as implicacdes da quantidade de
atividade fisica, bem como de seus efeitos agudos e cumulativos no reldgio interno ainda
s80 pouco conhecidas. Sugere-se que tanto a intensidade quanto o horario do estimulo
podem modular a atividade dos diferentes outputs do sistema. Em contrapartida, a
confirmacdo da hipétese é prejudicada pela falta de delimitacdo entre as diferentes
modalidades de atividade fisica. De fato, boa parte das pesquisas sobre o0 tema ndo
diferencia atividade locomotora espontanea e atividade na roda para efeito de
caracterizacao de ritmos circadianos (Mrosovsky e Salmon, 1987; Yamada et al., 1988;
Yamada et al., 1990; Edgar e Dement, 1991; Edgar et al., 1991; Yamanaka et al., 2008;
2013; 2016). Além disso, também desconsidera eventuais diferencgas entre a atividade de
corrida na roda em relacdo ao exercicio fisico em esteira rolante (Wolff e Esser, 2012;
Sasaki et al., 2016). Essa caracterizagcdo nao deveria ser restrita ao plano conceitual e
limitada ao ambiente dos profissionais da atividade fisica, uma vez que dela dependeria a

estruturacao dos diferentes niveis de influéncia da atividade fisica no sistema circadiano.

De fato, muitas das adaptacdes descritas para animais apresentados a roda de atividade se
assemelham aquelas usualmente descritas apds diferentes periodos de treinamento de
corrida em esteira. Leasure & Jones (2008) demonstraram que animais submetidos a
exercicio de corrida em esteira apresentaram tracos de ansiedade e aumento de
corticosterona circulante em comparacdo com animais que percorriam a mesma distancia
voluntariamente em uma roda de atividade. Além disso, a propria dindmica dos episddios
de atividade fisica era distinta, sendo que animais correndo na roda de atividade
desenvolviam maiores velocidades em intervalos mais curtos e durante um menor tempo
de atividade fisica. J& os animais submetidos a corrida na esteira desenvolviam
velocidades mais lentas e cadenciadas, resultando em maior duragdo de atividade
(Leasure e Jones, 2008). Tais diferencas poderiam representar sinais diferentes para o

relogio interno, avaliado central ou perifericamente.

Apesar de relativamente pouco testadas, estas diferencas ja foram objeto de analise em
trabalhos que investigaram o efeito do exercicio fisico no relégio bioldgico. Tanto a
atividade na roda quanto a corrida em esteira promovem avangos de fase quando
realizadas na metade da fase clara ou atrasos de fase, quando realizadas na metade da fase

escura (Marchant e Mistlberger, 1996). Todavia, a corrida em esteira aprofundou essas
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mudancas de fase em comparagdo com a corrida na roda de atividade. Apds 8 semanas de
treinamento, animais submetidos a corrida em esteira ou na roda de atividade durante a
fase de repouso apresentaram avancos de fase similares nas fases de PER2 na
musculatura esquelética e nos pulmdes, mas ndo no SCN (Wolff e Esser, 2012). Em
ambos 0s casos, 0S autores ndo se preocuparam com o controle e/ou registro da
intensidade da atividade fisica, tornando complexa qualquer extrapolacdo quanto a
influéncia desse parametro no efeito observado sobre o reldgio bioldgico, e na

caracterizacdo das provaveis vias de sinalizagdo envolvidas no processo.

Em linhas gerais, esse efeito sincronizador do relégio interno pela atividade fisica poderia
ser mediado por diversos fatores diretamente relacionados a resposta aguda ao
exercicio/atividade fisica, ou aos efeitos cumulativos da regularidade associados a
pontualidade do estimulo. Um dos fatores que poderiam atuar nesse processo de reajuste
seria a secrecdo de glicocorticoides normalmente associada a episodios de elevada
demanda metabdlica/energética (Mastorakos et al., 2005). Reconhece-se que 0s
glicocorticoides constituem uma das principais formas pelas quais 0 SCN comunica aos
diversos tecidos periféricos a fase do relégio interno (Balsalobre et al., 2000; So et al.,
2009; Chung et al., 2011; Kalsbeek, VVan Der Spek, et al., 2012). A introdugéo da roda de
atividade por 8 semanas resulta em alteracGes nos ritmos circadianos de corticosterona
(Otawa et al., 2007), o que poderia representar uma das formas através das quais 0 SCN

promove 0s reajustes de fase necessarios em relagdo ao ciclo claro/escuro .

A temperatura interna constitui outro fator influenciado diretamente pela atividade fisica
que poderia compor a via de sinalizagdo para o ajuste de fase do sistema. Apds o trabalho
de Buhr e colaboradores (2010) ficou evidente que as oscilagbes circadianas da
temperatura interna compunham um dos sinais utilizados pelo sistema circadiano para
ajustar as fases entre os diversos componentes centrais (extra-SCN) e periféricos do
rel6gio bioldgico. Dessa forma, ao promover aumentos comparaveis e transitorios na
temperatura interna, a atividade fisica poderia, indiretamente, produzir sinais temporais

relevantes para o sistema, potencialmente desencadeando uma resposta de reajuste de fase.

O exercicio fisico, envolvendo uma acdo planejada com a finalidade de provocar um
desequilibrio momentaneo na homeostase, constitui um dos instrumentos do processo de
treinamento para induzir adaptagdes positivas para o desempenho fisico. Uma Unica
sessdo de exercicio, em decorréncia do aumento do gasto energético, desencadeia uma
série de ajustes termorregulatérios, cardiovasculares, metabdlicos, respiratérios e

hormonais para atender a demanda energética elevada pela musculatura ativa. Por sua vez,
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o treinamento fisico pode ser compreendido como uma sucessdo de sessdes de exercicios
fisicos planejada com a finalidade de promover adaptacGes bem-sucedidas que resultem
em aumento do desempenho. O treinamento aerdbico, ao induzir estados de desequilibrio
a intervalos regulares, proporcionaria estimulos relativamente cronicos que conduzem a
adaptacdes cardiovasculares, metabolicas, hormonais e termorregulatorias, além de um
aperfeicoamento na eficiéncia mecénica (Thompson et al., 2001). Ha evidéncias de que
essas adaptacdes seriam, pelo menos em parte, mediadas por ajustes centrais
(Holschneider et al., 2007; Michelini e Stern, 2009; Santiago et al., 2016).

Nesse sentido, os ajustes decorrentes da sessdo de exercicio fisico parecem ser
orquestrados pelo sistema nervoso central através, principalmente, de uma rede neural
integrada pela POA, hipotadlamo, hipocampo, amigdala e tronco encefalico (Nagashima et
al., 2000; Mastorakos et al., 2005; Soya et al., 2007; Michelini e Stern, 2009; Barna et al.,
2012; Machado et al., 2016). Durante o exercicio fisico, sequencialmente ao aumento da
atividade muscular, observa-se um aumento da taxa metabdlica, da frequéncia cardiaca,
da temperatura interna e da vasodilatacdo cutanea ((Rodrigues et al., 2003; Balthazar et
al., 2010; Machado et al., 2016). Essas diferentes respostas sdo integradas e coordenadas
pelo sistema nervoso central dependendo, sobretudo, da relacdo entre intensidade e
duracdo do estimulo (que constituem a carga efetivamente imposta ao sistema) (Soya et
al., 2007). Além disso, o proprio desempenho fisico seria limitado pela capacidade desses
diferentes sistemas de manter um nivel de atividade que atenda a demanda do exercicio

fisico.

O momento em que o individuo reduz (ou ndo aumenta) a sua taxa de trabalho necesséaria
para a realizagdo de um exercicio culminando na interrup¢do da atividade, caracteriza o
estado de fadiga (Rodrigues et al., 2003). Essa capacidade resulta de uma combinacao de
fatores diretamente relacionados aos sistemas fisiol6gicos sob maior demanda durante o
exercicio: hipertermia excessiva, deplecdo de substratos energeéticos, reducdo de drive
central, bem como o proprio estado fisico, psicologico e nutricional (Cheung e Sleivert,
2004; Noakes, 2011). O sistema nervoso central exerceria um papel determinante no
balanco entre esses diferentes sistemas por meio da atividade monoaminérgica,
principalmente de dopamina (DA) e serotonina (5-HT) (Meeusen et al., 2006; 2007;
Soares et al., 2007; Balthazar et al., 2010; Cordeiro et al., 2014; Rabelo et al., 2015).

A DA estaria diretamente envolvida na modulacdo de circuitos envolvidos no controle
motor, motivacdo e termorregulacdo durante o exercicio (Foley e Fleshner, 2008;

Balthazar et al., 2009; Balthazar et al., 2010). Por sua vez, a 5-HT estaria associada,
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sobretudo, com a regulacdo da atividade locomotora espontdnea durante o ciclo
claro/escuro, na modulacdo do apetite, da letargia e da temperatura interna (Meeusen et
al., 2006). De fato, tanto a taxa de aumento da temperatura interna (Gonzalez-Alonso et
al., 1999; Rodrigues et al., 2003; Cheung e Sleivert, 2004; Lambert et al., 2005; Meeusen
et al., 2007) quanto a temperatura interna critica (Fuller et al., 1998; Walters et al., 2000)
seriam regulados pelo balango monoaminérgico central serotonérgico (Bailey et al.,
1993a; b; Soares et al., 2007; Cordeiro et al., 2014) e dopaminérgico (Hasegawa et al.,
2005; Roelands et al., 2008; Balthazar et al., 2009; Roelands et al., 2009; Balthazar et al.,
2010; Hasegawa et al., 2011; Zheng e Hasegawa, 2016).

Se durante o exercicio fisico, o balango da atividade monoaminérgica parece ser essencial
para a determinacdo dos limites da capacidade fisica, o treinamento fisico desencadeia
adaptacOes centrais que alterariam a propria atividade desse sistema. Nesse sentido,
observa-se que o exercicio regular desencadeia alteracdes plasticas nas redes neurais
monoaminérgicas (Werme et al., 2002; Foley et al., 2006; Clark et al., 2015; Petzinger et
al., 2015) possivelmente alterando a sensibilidade e a sintese de receptores serotonérgicos
e dopaminérgicos em regiBes-alvos. Adicionalmente, animais selecionados segundo a
capacidade intrinseca para a corrida em esteira possuem diferencas na atividade de 5-HT
e DA em condicOes basais e em resposta ao exercicio fisico (Rabelo et al., 2015),
reforcando a importancia dessas redes neurais no processo de adaptacdo do sistema

nervoso central ao treinamento fisico.

Complementarmente, o treinamento fisico, ao produzir eleva¢des de temperatura interna a
intervalos regulares, promoveria adaptacdes nos centros termorregulatérios, em especial
na POA (Santiago et al., 2016), acarretando melhor adaptacdo ao estresse térmico e,
consequentemente, aprimorando o desempenho fisico. Essa exposi¢do repetida a
hipertermia induzida pelo exercicio regular promoveria adaptaces também no PVN,
envolvido na resposta de mobilizacdo de substratos por meio da ativagdo da via simpato-
excitatoria e do eixo hipotalamo, hipofise e adrenal, bem como no controle da atividade
autondmica para a vasculatura cutanea (Nagashima et al., 2000; Santiago et al., 2016).
Dessa forma, as adaptagdes neurais induzidas pelo treinamento fisico realizado em
horérios regulares poderiam desencadear sinais de reajuste de fase provenientes do
sistema circadiano central, possivelmente através da alteracdo na atividade
monoaminérgica para regides de controle motor e de termorregulacdo, diretamente

envolvidas no estado basal do ciclo claro/escuro e em resposta ao exercicio fisico.
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2.4 TEMPERATURA AMBIENTE E RITMOS BIOLOGICOS

Se o papel da atividade fisica e das oscila¢cdes de temperatura interna € bem aceito na
comunidade cientifica, a despeito da relativa adaptacdo do sistema termorregulatério as
mudancas ciclicas na temperatura ambiente, a participacdo dessa alternancia para a
sincronizacdo dos ritmos circadianos em mamiferos continua controversa (Rensing e
Ruoff, 2002). O papel sincronizador dos ciclos de temperatura interna em mamiferos foi
demonstrado tanto in vivo quanto ex vivo e in vitro (Brown et al., 2002; Buhr et al., 2010;
Saini et al., 2012), indicando que a relacdo entre os sistemas de termorregulacdo e de

controle temporal seria bidirecional.

Geralmente, a temperatura ambiente atinge os menores valores durante a fase escura do
ciclo de luminosidade, quando ha menor (ou nenhuma) exposicao direta a irradiacdo solar.
Assim como o exercicio fisico, a exposicdo ao frio induz ajustes autondmicos,
cardiovasculares, metabdlicos e comportamentais dependentes da ativacdo sincronizada
de multiplas vias de controle e regulacdo (Nakamura e Morrison, 2011). Os ajustes
promovidos nessas vias complexas e redundantes sdo responsaveis pela atividade
fisiologica de diversos oOrgdos efetores, culminando com respostas tais como a
vasoconstri¢do (retencdo e acimulo de calor) e a termogénese derivada tanto da ativagdo
do tecido adiposo marrom (sem tremor) quanto da contragdo da musculatura esquelética
(com tremor) (Nakamura e Morrison, 2011). A ativagdo sincronizada das inervacdes
autondmicas durante a exposi¢do ao frio para o tecido adiposo branco, marrom, figado,
adrenal e musculatura esquelética ocorreria para produzir a quantidade necessaria de calor
para defender a homeostase térmica sem prejuizo de outras fungdes fisiologicas
(Morrison, 2016).

A termogénese com tremor pode ser ativada durante a exposi¢do prolongada ao frio
resultando em contracdo involuntaria da musculatura esquelética tanto em modelos
murinos (Vaillancourt et al., 2009; Nakamura e Morrison, 2011) quanto em seres
humanos (Weber e Haman, 2005; Hanssen et al., 2015). A via neural que regula o tremor
engloba: uma via aferente (receptores de frio, ganglio da raiz dorsal, corno dorsal e
nucleo parabraquial lateral); um complexo para a integracdo dos sinais periféricos (MnPO,
MPOA e DMH); e uma via efetora (nucleo palido da raphe, corno ventral e musculatura
esquelética) (Nakamura e Morrison, 2011). O nivel de atividade de cada segmento da via

seria resultante do balango entre diversos sistemas de sinalizacao neural.
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Adicionalmente, a exposi¢do ao frio induz alteragdes metabdlicas reguladas centralmente
que defendem a homeostase da temperatura interna (Nakamura e Morrison, 2011). Com o
inicio da exposi¢do ocorre um aumento da taxa metabolica por meio da ativacdo da
termogénese sem e com tremor, resultando em aumento da oxidacdo de carboidratos e
lipidios nos tecidos diretamente envolvidos (principalmente a musculatura esquelética e o
TAM) (Lowell e Spiegelman, 2000). Consequentemente, ocorre 0 aumento da
mobilizacdo de lipidios (originados da lipdlise no tecido adiposo branco e marrom)
utilizados como substrato principal na termogénese (Lowell e Spiegelman, 2000). Com a
contragdo muscular, aumenta a razdo ADP/ATP, a atividade de AMPK e PGCla e,
consequentemente, a captacao e oxidagdo de acidos graxos, aumentando a disponibilidade

de substratos para a termogénese (Oliveira et al., 2004).

Complementarmente, tém sido demonstrado que componentes moleculares do reldgio
biolégico influenciam diretamente a oxidacdo de substratos energéticos no TAM e na
musculatura esquelética (Delezie et al., 2012; Woldt et al., 2013). Logo, o reldgio
bioldgico central poderia desempenhar um papel importante na modulagéo dessa resposta
termorregulatoria sincronizada e hierarquicamente estruturada de maneira a definir um
nivel basal de taxa metabdlica e uma intensidade do ajuste promovido pelo sistema,
balanceando a sua atividade autonémica. Nesse sentido, observa-se a necessidade do
componente molecular do reldgio molecular funcional no tecido adiposo marrom para o
metabolismo energético (Chappuis et al., 2013; Li et al., 2013; Lee et al., 2016). De fato,
a deficiéncia na expressdo do gene do relégio BMALL ou PER2 induz a ativacdo de
mecanismos compensatérios de produgdo de calor (Chappuis et al., 2013; Li et al., 2013).
Em humanos, observou-se uma associacdo entre a captacdo de glicose pelo TAM e a
producdo de calor diaria (Lee et al., 2016). Dessa maneira, o relogio biolégico poderia
desempenhar um papel na modulacdo da resposta de defesa contra o frio, possivelmente

através de ajustes nos limiares para a ativagdo dos 6rgaos efetores.

O relogio central, possivelmente atraves de suas interacbes com regides de controle da
temperatura interna, tais como a zona subPVZ, o DMH e a POA, poderia efetivamente
modular a resposta termorregulatéria a variagfes da temperatura ambiente (Deurveilher e
Semba, 2003; Saper, 2013; Guzman-Ruiz et al., 2015). Além disso, 0os componentes
moleculares do relégio biologico sdo amplamente expressos em praticamente todas as
células do corpo, interagindo com vias intracelulares diretamente relacionadas com o
metabolismo e com a producdo de calor (Reppert e Weaver, 2002; Delezie et al., 2012;
Chappuis et al., 2013; Gerhart-Hines et al., 2013; Li et al., 2013; Woldt et al., 2013; Lee
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et al., 2016). Em um dos poucos trabalhos investigando diretamente o tema, Brown e
colaboradores (2002) demonstraram que a inversdo dos ciclos de temperatura ambiental
induz alteracdes na expressdo de genes do relégio no figado e em diversas regides do
sistema nervoso central. Entretanto, as formas através das quais a reducdo da temperatura
ambiente em diferentes horarios do dia pode sinalizar para o sistema circadiano ainda ndo

foram esclarecidas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar o efeito do exercicio fisico agudo, do treinamento fisico ou da exposi¢do ao

frio em diferentes horéarios sobre diferentes componentes do sistema circadiano controle

temporal de ratos.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar efeitos agudos do exercicio de corrida em esteira nos principais

outputs do sistema circadiano, tais como:

L.
IL.

I11.

Niveis de corticosterona plasmatica;
Expressao de genes do relogio no tecido muscular esquelético e nas
adrenais;

Variacdes diarias de temperatura interna e de atividade locomotora;

b) Determinar os efeitos de 8 semanas de treinamento fisico em diferentes outputs

do sistema circadiano, tais como:

L
II.
I11.

IV.

Variacdes diarias de temperatura interna e atividade locomotora;
Variacdes diarias de corticosterona plasmatica;

Variacdes diarias de atividade de dopamina e serotonina no sistema
nervoso central.

Variacdes diarias da expressdao de genes do reldgio no tecido muscular

esquelético.

c) Determinar os efeitos da exposicdo aguda ao frio (4 °C) em diferentes horarios

sobre:

L

IL.

A temperatura interna, atividade locomotora, gasto energético, utilizagao
de substratos e ingestao alimentar;
A expressdao de genes envolvidos com o relogio bioldgico em tecido

muscular esquelético e tecido adiposo marrom.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CUIDADOS ETICOS

Os procedimentos experimentais referentes ao exercicio fisico (experimentos 1 e 2)
utilizados para o presente trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG), sob o protocolo numero 57/2014.

Os procedimentos experimentais referentes a exposi¢do ao frio (experimento 3) foram
aprovados pelo Comité de Experimentacdo Animal do Instituto Real de Ciéncias do
Reino dos Paises Baixos (Dierexperimentencommissie, DEC/KNAW) sob o protocolo
NIN.2014.99.

4.2 AMOSTRAS

Nos experimentos envolvendo exercicio fisico, foram utilizados ratos recém-desmamados
(4 semanas), para os protocolos envolvendo treinamento fisico, e ratos adultos (> 11
semanas), para os protocolos envolvendo o exercicio fisico agudo, da linhagem Wistar,
do sexo masculino, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
animais foram mantidos em caixas coletivas (3-5/caixa), sob um ciclo claro/escuro de
12/12 horas (luzes acesas as 07:00 e apagadas as 19:00) e temperatura ambiente de

24+1°C, com livre acesso a racdo e agua.

Nos experimentos envolvendo a exposi¢do ao ambiente frio, foram utilizados ratos
adultos da linhagem Wistar (> 11 semanas), machos (Charles Rivers, Alemanha). Até o
momento dos procedimentos experimentais, 0s animais foram mantidos em caixas
coletivas (4-6/caixa), ciclo claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas as 07:00 e apagadas

as 19:00) e temperatura ambiente de 22+1°C e livre acesso a ragao e agua.
4.3 DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Experimento 1: Efeito do exercicio agudo no balanco térmico circadiano e na
expressao dos genes do relogio.

Neste experimento, buscou-se avaliar a influéncia de uma Unica sesséo de exercicio fisico
em esteira nas variagdes diarias de temperatura interna e atividade locomotora espontanea
de ratos ndo treinados e também na expressdo imediata de genes do relogio na

musculatura esquelética e nas adrenais.
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Grupos experimentais. Inicialmente (FIG 2), os animais foram separados em 4 grupos
experimentais de maneira balanceada segundo o desempenho aferido em teste de corrida
de intensidade progressiva até a fadiga e um outro grupo ndo manipulado até o término do
experimento: repouso em esteira (R), exercicio submaximo constante a 11lm/min
(aproximadamente, 40% da velocidade méxima média do grupo) (E40), exercicio
subméximo constante a 17 m/min (aproximadamente 70% da velocidade maxima média
do grupo) (E70), exercicio de intensidade progressiva até a fadiga (EPF) e grupo sem
manuseio (Naive) (FIG 2). As sessdes experimentais ocorreram entre 11:00 e 13:00 (ZT4
e ZT6, respectivamente), correspondente a faixa sensivel do relégio bioldgico as
alteracbes de equilibrio interno relacionadas a atividade fisica (Marchant e Mistlberger,
1996; Wolff e Esser, 2012). Em um segundo grupo (FIG 3), os animais foram submetidos
a todas as situacOes experimentais em esteira para o registro continuo de temperatura

interna e atividade locomotora espontanea.

TESTE AGUDO:
REPOUSO NA ESTEIRA (R)
1° teste progressivo | 40% DO VMAX (E40%)
— I > 70% DO VMAX (E70%)
TESTE PROGRESSIVO (EPF)

Familiarizacéio a esteirae a
corrida +

BRANCO/NAIVE

FIGURA 2. Primeiro delineamento experimental utilizado para o experimento 1.

Avaliacdo da variagdo diaria da temperatura interna e atividade locomotora. Para
avaliar os efeitos da sessdo de exercicio na variacédo didria da temperatura interna e da
atividade locomotora, cada animal recebeu um sensor de telemetria na cavidade
peritoneal para o registro continuo das varidveis de interesse (FIG 3). Cada animal passou
por cada um dos protocolos em esteira em um periodo de aproximadamente 14 dias.
Dessa maneira, garantiu-se uma ordem balanceada para a realizacdo dos procedimentos,
um tempo de recuperacéo de pelo menos 48 horas entre sessdes experimentais, bem como
0 registro prolongado das variaveis de interesse, acrescidas do perfil diario de ingestdo

alimentar e hidrica.

- _ TESTE AGUDO:
| 1°teste progressivo | REPOUSO NA ESTEIRA (R)
— ! , 40% DO VMAX (E40%)
Familiarizacdo a esteirae a | Implante de sensores | 70% DO VMAX (E70%)
corrida TESTE PROGRESSIVO (EPF)

FIGURA 3. Segundo delineamento experimental utilizado para o experimento 1.
Avaliacéo dos efeitos agudos do exercicio fisico nos genes do relégio. Em um outro

grupo de animais, 30 minutos ap6s o término de uma Unica sessdo experimental (R, E40,
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E70, EPF ou Naive), os animais foram decapitados para colheita de sangue e retirada de
tecido cerebral, adrenais e masculo gastrocnémio. Adrenais e gastrocnémio foram
utilizados para realizacdo de PCR em tempo real da expressdo dos genes do relégio PER1.

O sangue foi utilizado para a dosagem imunoenzimatica de corticosterona plasmatica.

4.3.2 Experimento 2: Efeito do treinamento fisico na variagdo diaria ritmo da
expressao dos genes do reldgio, hormdnios, catecolaminas e do balango térmico.

Neste experimento, avaliou-se se a relacdo entre as adaptacdes induzidas pelo
treinamento fisico no desempenho, no balango térmico e na eficiéncia térmica com
eventuais ajustes de parédmetros circadianos, tais como temperatura interna, atividade
locomotora, corticosterona plasmatica, atividade serotonérgica e dopaminérgica basais,

bem como a expressdo de genes do relégio em tecidos periféricos.

Grupos experimentais. Inicialmente, os animais foram separados em 2 grupos
experimentais: ndo treinado (NT) e treinado (T). Os animais foram manipulados
diariamente durante aproximadamente 9 semanas estruturadas da seguinte maneira: 1
semana de familiarizacdo/aclimatacdo a corrida em esteira seguida por um teste
incremental de velocidade até a fadiga (T1); e 8 semanas de treinamento fisico em esteira
com a ocorréncia de outro teste progressivo ao término da 4? semana (T4), além de um
altimo teste ao término da 8*semana (FIG 4). Todos os procedimentos de exercicio foram
realizados durante a fase clara, no periodo compreendido entre os ZTs 4 e 6 (11:00 e

13:00, respectivamente).

Avaliacdo da variacdo diaria da temperatura interna e atividade locomotora. Ao
término da 7% semana de treinamento, 8 animais de cada um dos grupos foram
implantados com um sensor para registro de temperatura interna e atividade locomotora
espontanea durante a 8% semana de treinamento (FIG 4). Os valores de ingestdo alimentar
e hidrica tambem foram registrados simultaneamente, como formas de controle de outros

parametros ciclicos dos ritmos bioldgicos.

| 1° teste progressivo | Implante de sensores
*— I | ED g
Familiarizagdo a | 2° teste progressivo | | 3° teste progressivo |
esteira e a corrida
42 semana 82 semana

Protocolo de treinamento de corrida em esteira: 5x/semana

FIGURA 4. Delineamento experimental utilizado para o experimento 2.
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Avaliacdo da variacdo diaria de corticosterona, genes do relégio e monoaminas
centrais. No minimo quarenta e oito horas apds o ultimo teste de esforco, os animais
(com e sem sensores) foram sacrificados por decapitacdo em 5 momentos do dia: ZTO
(07:00), ZT4 (11:00), ZT6 (13:00), ZT12 (19:00) e ZT18 (01:00). O sangue foi colhido
para dosagens hormonais, 0 gastrocnémio e as adrenais foram retirados para determinar a
expressdo de genes do reldgio e o tecido cerebral foi retirado para caracterizagdo das

oscilagdes basais de monoaminas.

4.3.3 Experimento 3: Efeito do horario do dia nas respostas térmica, metabodlica e na
expressao de genes do reldgio induzidas pela exposi¢do aguda ao frio.

Neste experimento, avaliou-se o efeito do horario do dia na resposta de defesa da
temperatura interna durante a exposi¢do aguda ao ambiente frio. Com o procedimento
proposto, buscou-se estabelecer uma relacdo entre as alteracdes metabdlicas e
comportamentais com as alteraces em genes do relogio e genes controlados pelo relégio
em tecidos particularmente ativos durante a exposicdo ao frio, o musculo esquelético

soleo e o tecido adiposo marrom.

Apo6s uma semana de aclimatacdo a sala de experimentos e a0 manuseio, 0s animais
receberam um sensor para registro de temperatura interna durante todo o periodo
experimental. Apds a recuperagdo, cada animal foi colocado em uma caixa individual
integrada a uma camara com o microambiente controlado, a um sistema de calorimetria
indireta, a um sistema de registro de atividade locomotora espontanea e de ingestdo
alimentar e hidrica. Os animais ficaram nesse gabinete durante 2-3 dias para
determinacdo de valores das variaveis estudadas em condi¢des de temperatura usualmente

encontradas em laboratdrios de experimentacéo animal (23 “C).

Grupos experimentais. Apos a realizacdo dessas medidas basais, 0s animais foram
submetidos ao frio (4 "C) durante 3 horas em 6 diferentes momentos e eutanasiados
imediatamente ap6s o término do periodo de exposicdo nos seguintes horarios: ZT2
(09:00), ZT6 (13:00), ZT10 (17:00), ZT14 (21:00), ZT18 (01:00), ZT22 (05:00). Animais
ndo manipulados e mantidos em sala experimental com temperatura ambiente semelhante
(22 °C) foram utilizados como controle e sacrificados nos mesmo horarios para a analise
da expressdo dos genes de interesse. O sangue foi colhido para dosagens hormonais, o
sOleo e o tecido adiposo marrom foram retirados para determinar a expressao de genes do

relogio e daqueles controlados pelo relégio.
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4.4 PROCEDIMENTOS E TECNICAS EXPERIMENTAIS

4.4.1 Familiarizacdo a esteira

Todos os animais utilizados para os experimentos envolvendo exercicio fisico foram
familiarizados a esteira rolante motorizada adaptada para pequenos animais (GAUSTEC,
Contagem, MG, Brasil) durante 5 dias consecutivos. Ao término do processo de
familiarizagdo, os animais estavam aptos a correr durante 5 minutos com uma velocidade
de 15 m/min. Com esse procedimento, buscou-se minimizar os efeitos da mudancga de
ambiente nos resultados observados, bem como permitir aos animais apreender a
presenca da grade de choque elétrico posicionada na parte de posterior da esteira, bem

como o sentido da corrida em esteira.

4.4.2 Testes de capacidade fisica maxima e exercicio subméaximo

Todos os protocolos envolvendo exercicio fisico foram realizados entre ZT4 e ZT6. Esse
horario foi escolhido tendo por base uma curva de resposta de fase para o exercicio na
qual constatou-se maior efeito sincronizador do exercicio em esteira motorizada quando a
atividade era realizada entre os ZT4 e 6 (Marchant e Mistlberger, 1996; Wolff e Esser,
2012).

Testes progressivos até a fadiga. O protocolo de exercicio com intensidade progressiva
até a fadiga consistiu em uma corrida em esteira com inclinacdo constante de 5° e uma
velocidade inicial de 10 m/min com aumentos de 1 m/min a cada 3 minutos até o
momento no qual os animais interrompiam o exercicio fisico ou ndo eram mais capazes
de manter a velocidade de corrida por 10 segundos (FIG 5). Os testes ocorreram em uma
sala com temperatura ambiente mantida em 24°C. No Experimento 2, o Ultimo teste de
esforco realizado ao téermino da 82 semana de treinamento foi acompanhado apenas pelo
registro continuo de temperatura interna (sensor intraperitoneal) e da pele da cauda

(sensor de superficie).
Fadiga

3 min

3 min

Velocidade inicial: 10 m/min 3 min I +1
o mj/min
3 min

FIGURA 5. Representacdo esquematica do teste de exercicio progressivo até a fadiga.
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Testes subméximos. Os testes submaximos utilizados no Experimento 1 consistiram em
60 minutos de corrida em esteira com diferentes velocidades (11 m/min e 17m/min)
definidas em funcdo da capacidade maxima prevista para ratos adultos da linhagem
Wistar. Apenas os animais utilizados para caracterizacdo do efeito do exercicio agudo na
ritmicidade da temperatura interna e atividade locomotora espontanea receberam um

sensor intraperitoneal para registro das variaveis avaliadas.

4.4.3 Programa de treinamento fisico em esteira

O protocolo de treinamento fisico consistiu em uma corrida em esteira durante 8 semanas
a uma frequéncia de 5 dias por semana. A intensidade e a duragdo do exercicio foram
aumentadas gradualmente até que os animais alcancassem a velocidade de 25 m/min, com
5% de inclinagdo da esteira, durante 60 minutos (Santiago et al., 2016). As sessdes de
treinamento foram realizadas entre ZT4 e ZT6. Para garantir uma manipulacéo
semelhante a empregada no grupo T, os animais do grupo NT realizaram exercicio em
esteira durante o mesmo periodo de treinamento, com velocidade de 15 m/min, porém

com duracéo de apenas 5 min/dia, 2 vezes na semana.

4.4.4 Registro de temperatura interna e atividade locomotora espontanea

Os animais utilizados nos experimentos envolvendo exercicio fisico (experimentos 1 e 2)
receberam um sensor de telemetria (modelo G2 E-Mitter, Mini-Mitter Company, Sun
River, OR, USA) intraperitonealmente durante sedacdo e anestesia com uma mistura de
quetamina (Cetamina 10%, Syntec) e xilasina (Xilasina 2%, Agener Unido). Por sua vez,
0s animais utilizados nos experimentos envolvendo o ambiente frio (experimento 3)
receberam um data logger para registro de temperatura interna (DST nano-T, Star-Oddi,

Gardabaer, Islandia) durante sedacéo e anestesia por inalacdo (Fluoretano 4%).

Apb6s uma laparotomia de aproximadamente 2 ¢cm sobre a linea alba do musculo reto
abdominal, os sensores foram fixados internamente a parede abdominal. As aberturas
foram entdo suturadas e, ao término da cirurgia, foi aplicada uma injec@o de antibidtico
i.m. nas patas traseiras (Pentabidtico Veterinario ®, Fort Dodge Saude Animal Ltda) e
uma dose s.c. de analgésico antiinflamatério (Banamine ®, 50 mg/ml, Schering-Plough,
S/A). A recuperacdo dos animais foi constatada através da afericdo do peso corporal, de

caracteristicas gerais de pelagem e da atividade na caixa.

Apds a recuperacdo, as caixas individuais contendo os animais dos procedimentos
envolvendo exercicio fisico (experimentos 1 e 2) foram posicionadas sobre placas

receptoras individuais (ER-4000 Energizer/Receiver, Mini-Mitter Company, Sun River,
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OR, USA) conectadas em série com um computador pessoal contendo o software de
aquisicdo de dados. Cada uma das placas receptoras foi previamente configurada para
registrar continuamente os sinais emitidos em frequéncias especificas de um Unico sensor
de telemetria. Segundo informacbGes do fabricante, a precisdo do sistema para o
monitoramento de temperatura é de +0.1 °C. A atividade locomotora espontanea constitui
uma medida representativa de cada deslocamento espacial do sensor (E-mitter) nos eixos
longitudinal, horizontal e transversal sobre cada placa receptora. Cada uma dessas
medidas foi acumulada nos intervalos de registro determinados em cada experimento e
expressas em unidades arbitrarias (ua). Para fins de analise de resultados, apenas os dados

gerados apds as 12 horas iniciais de registro foram utilizados para as variaveis estudadas.

Os animais envolvidos nos experimentos de exposicdo ao frio (experimento 3) foram
transferidos para caixas individuais localizadas em uma camara de calorimetria indireta
climatizada para até 8 animais (Environmental Chambers, PhenoMaster/LabMaster, TSE-
Systems, Bad Homburg, Alemanha). Nesse sistema, a atividade locomotora espontanea
foi medida por meio de um sistema de feixes externos a cada caixa (ActiMot2 System,
PhenoMaster/LabMaster, TSE Systems, Bad Homburg, Alemanha). Cada interrup¢do dos
feixes em um plano tri-axial representava uma medida de atividade locomotora. Essas
medidas acumuladas em intervalos de 15 minutos foram registradas e armazenadas
através do software (PhenoMaster/LabMaster). Por sua vez, os dataloggers utilizados
foram previamente programados para registrar os valores de temperatura interna a
intervalos de 15 minutos. Segundo informagdes do fabricante, a precisdo do sistema para
0 monitoramento de temperatura € de +0.2 °C. Apds o término dos procedimentos
experimentais, os dados foram transferidos através de uma interface (Communication
Box, RS-232C de 9 pinos) ligada em série com um computador pessoal contendo o
software (Mercury, Star-Oddi, Gardabaer, Islandia). Para fins de andlise de resultados,
apenas 0s dados gerados ap6s 6 horas de registro foram utilizados para ambas as variaveis

descritas.

4.4.5 Registros de calorimetria indireta

No experimento 3, apds o implante do data logger, os animais foram transferidos para
caixas individuais localizadas em uma camara de calorimetria indireta climatizada para
até 8 animais. Para fins de andlise de resultados, apenas os dados gerados apds 6 horas de
registro foram utilizados. Nesse sistema, cada caixa foi alimentada por um sistema
individual de controle de entrada e saida de fluxo de ar (1,5 L/min) permitindo medidas

de VO; e VCO; a cada 15 minutos (tempo necessario para que o sistema de aquisicdo
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analisasse cada uma das caixas em funcionamento). O software de analise
(PhenoMaster/LabMaster) integra os dados colhidos e calcula em tempo real o gasto
energético (CVO2 x VO2 + CVCO: x VCO>)/1000; para CV0,=3,941 e CVCO»=1,106
como valores de referéncia pré-estabelecidos para o sistema, e 0 quociente respiratorio,

ou taxas de troca respiratoria (VCO./\VVO>) para cada intervalo.

4.4.6 Andlises de sensibilidade dos sistemas

No experimento 1, a associagdo entre a temperatura interna e a atividade locomotora
espontanea antes e apds os procedimentos na esteira foram avaliadas por meio de
ANOVA one-way da razdo e/ou da inclinacdo da reta de regressao linear para cada hora
de registro. Procedimento semelhante foi realizado no experimento 2, com a finalidade de
observar eventuais efeitos do treinamento nessa relacdo entre as variaveis de interesse.
Com essa analise, buscou-se caracterizar a influéncia da atividade locomotora esponténea
na temperatura interna durante as situacdes experimentais (Machado et al., 2015;
Machado et al., 2016).

4.4.7 Dosagens de corticosterona

Nos experimentos 1 e 2, os niveis de corticosterona plasmética foram determinados
através da técnica de imunoensaio enzimético (ELISA) por meio de kits comercialmente
disponiveis (para o experimento 1: Enzo LifeSciences, science Pro, Sdo Caetano do Sul,
SP, Brasil; para o experimento 2: Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA).
Todas as amostras foram avaliadas em duplicatas seguindo as especificagcBes do
fabricante.

4.4.8 Dosagens de catecolaminas centrais por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC)

No experimento 2, os niveis cerebrais de NA, DOPAC, DA, 5-HT e 5-HIAA, bem como
a taxa de renovagdo de serotonina e dopamina (expressas em funcdo da razdo entre o
metabolito e a monoaminas de interesse), foram determinados nas seguintes areas de

interesse: caudado putamen, area pré-optica e nucleo paraventricular do hipotalamo.

Imediatamente apds a eutanasia em cada horario do dia, os cérebros dos animais foram
cuidadosamente removidos e congelados em gelo seco e em seguida armazenados em
freezer -80°C até serem processados para a cromatografia liquida de alta performance de

fase reversa (HPLC — high performance liquid chromatography).

Utilizando como referéncia o atlas de Paxinos & Watson (2005), os cérebros foram

seccionados transversalmente em fatias de até 800 um com um criostato (Leica CM1850,
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Heidlberger, Alemanha). Dessa maneira, foi possivel extrair as regifes correspondentes
aos nucleos/areas de interesse (Palkovits, 1973). Para o caudado putamen, a area pré-
Optica e o nucleo paraventricular do hipotdlamo optou-se por uma agulha de 2,0 mm
utilizada bilateralmente para o0 CPU e centralmente (em relacdo ao 3° ventriculo) para
POA e PVN.

Em relacéo ao bregma, as coordenadas utilizadas como referéncia para as sec¢fes de cada

uma das regides de interesse foram:

e CPU:2,20a0,48 mm;
e POA: 0,48 a-0,48 mm;
e PVN:-0,96a-1,92 mm.

Enquanto mantido em gelo, o punch de cada regido cerebral de interesse de cada animal
isoladamente foi homogeneizado com sonicador em solucdo de 0,15 M de é&cido
perclorico e 0,1 M de EDTA acrescida do padrdo interno 3,4 dihidrobenzilamina (DHBA
— Sigma Aldrich, Milwaukee, Estados Unidos) na concentragdo de 7.500 pg/ul. A solucéo
foi centrifugada e o sobrenadante filtrado em membrana ndo estéril 0,22 U / 13 mm
(Millex, SP, Brasil). Desse filtrado, 20 pl eram injetados no sistema de cromatografia
(Shimadzu, Kyoto, Japdo). Esse sistema e formado por uma coluna de carbono 18
(Purospher 5m, Merck, Darmstadt, Alemanha) precedida por uma coluna com a mesma
constituicdo. O potencial elétrico aplicado no eletrodo de referéncia de Ag/AgCl foi de
850 mV. A fase mdvel do sistema foi composta por 100 mM de dihidrogenofosfato de
sodio mohidratado (NaH2PO.), 10 mM de NaCl, 0,1 nM de EDTA, 0,14 mM de é&cido
octanosulfonico, 90% de agua MiliQ e 10% de metanol. O pH foi ajustado para 3,5 com
acido orto-fosforico 85% e a solugéo foi filtrada com uma membrana de éster de celulose
0,22 U /47 mm (Millipore, SP, Brasil) antes de ser inserida no sistema com um fluxo de 1

mL/min.

A identificacdo e quantificacdo de cada pico foram alcancadas atraves da comparacao da
curva padrdo previamente testada e determinada para cada area de interesse. Para
relativizar a quantidade de catecolaminas e metabdlitos pela quantidade de tecido

utilizado, quantificou-se o nivel de proteinas nas amostras pelo método de Bradford.

4.4.9 Determinagéo da expressao de genes por PCR em tempo real
Apbs a eutandsia por decapitacdo, os tecidos foram rapidamente removidos e congelados
em recipiente contendo nitrogénio liquido (gastrocnémio, séleo, tecido adiposo marrom e

adrenais) ou gelo seco (cérebro). As amostras foram acondicionadas em refrigerador -
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80 °C até o momento de serem processadas para andlise da expressdo de genes de
interesse. O RNA total foi extraido com Trizol (Invitrogen, Califérnia, Estados Unidos)
conforme instrucdes do fabricante, ou em conjunto com o kit para extracdo de RNA High
Pure RNA Tissue Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Em seguida, a amostra
foi ressuspendida em 20-80 uL de H,O DEPC (Life Technologies, Estados Unidos), e
tratada com DNase conforme instrugbes do fabricante (turbo-DNA-free™, Life

Technologies, Estados Unidos).

A concentracdo de RNA foi determinada por leitura da absorbancia em 260 nm em
espectrofotdmetro (Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington, Estados Unidos). Apenas
amostras com leituras de razdo 260/230 entre 1,8 e 2,2 foram utilizadas para as reacdes
subsequentes. No experimento 3, a qualidade da extragéo foi ainda verificada por meio da
andlise da qualidade do RNA (Bioanalyzer, Agilent, Santa Clara, Estados Unidos). Nesse
experimento, a reacdo de transcriptase reversa foi realizada em amostras de soéleo (300
ug/uL de RNA) e tecido adiposo marrom (400 pg/uL de RNA) com o kit para sintese de
cDNA SensiFast (Bioline, Taunton, Estados Unidos). Nos experimentos 1 e 2, a reacao
de transcriptase reversa foi realizada com 2ug de RNA total das amostras de adrenal e
gastrocnémio, utilizando 2uL de oligonucleotideos randdmicos (50 ng/uL) e 2 uL de
dNTPs (10 mM), 8 pL de tampdo de PCR 5X, 2 uL de DTT 10 mM, 2 uL do inibidor de
ribonuclease 40 U/uL, e 2 uL de Superscript 111 200 U/uL, finalizando um volume de 40
uL por reacdo. O cDNA sintetizado foi utilizado nas reacbes subsequentes de PCR

quantitativo (em tempo real).

No experimento 1, para determinar a expressao de RNAm dos genes de referéncia e de
interesse (TAB 1) foram preparadas solu¢es contendo os primers e sondas (probes)
especificos para a espécie, desenvolvidos com base nas sequéncias obtidas a partir do
GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed), desenhados e sintetizados pela
empresa IDT (Coralville, IA, EUA). O composto fluorescente escolhido foi o TagMan®
(Life Technologies). As solucBes para cada gene continham: os primers (300 nM para o0
gene de interesse e 50 nM para o0 18S); a sonda (200 nM para o gene de interesse e 50 nM
para 0 normalizador); e Platinum® Supermix (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Os ensaios foram realizados em um termociclador 15 thermal-Cycler (Bio-rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA), para selecionar o ciclo de temperatura, seguiu-se as
instrugdes do fabricante do Supermix: 1 ciclo a 95 °C por 7 minutos seguido por 45 ciclos
de 30 segundos a 95 °C e, 30 segundos a 55 °C.
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No experimento 2, para determinar a expressao de RNAm dos genes de referéncia e de
interesse (TAB 2) foram preparadas solucdes contendo os primers, SYBR® GreenER™
gPCR SuperMix universal (Life Technologies, E.U.A.) e H,O DNaseRNase-free (Life
Technologies, E.U.A.), obtendo-se uma concentragdo final de 300 nM para os primers do
gene de interesse e 50 nM para os primers do RNA 18S (utilizado como normalizador),
em solugdes independentes. Cada solugdo foi aliquotada (48 pL, sendo cada aliquota
suficiente para 2 pogos) em tubos eppendorf e o0 cDNA de cada amostra adicionado (2
pL/aliquota). As solugdes ja& com cDNA foram entdo distribuidas nos seus respectivos
pogos da placa experimental (23 pL/pogo) e levadas ao termociclador (ABI-PRISMA
7900) para reacdo nas seguintes condi¢fes: 2 min a 50 °C, 8:30 min a 95 °C, seguido por
45 ciclos de 15 s a 95 °C, 1 min a 60 °C, 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C e 80 ciclos de 10 s
a 55 °C, com aumento gradativo de 0,5 °C. A analise dos dados foi realizada pela
comparacdo entre o numero de cOpias dos pocos controle e experimentais, ou entre

diferentes tempos ap6s normalizacdo pelo nivel de expressao do gene de referéncia.

TABELA 1. Informagdes sobre os primers e probes utilizados no experimento 1.

Gene de interesse Primers Probe
Forward: 5’-ATGCAGAAACAACAGCCACGGTTC-3"
PERI1 -~ o 5-FAM- TCG ATG TAA CGG CTT GTG TGG ACT BHQ _1-3'

Reverse: 5°-TGGCCAGGATCTTGAACACTGCTA-3”

Gene de referéncia Primers Probe

_ Forward: 5'-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’ o o
18S 5"-HEX-TGC TGG CAC CAG ACT TGC CCT CBHQ_1-3"

Reverse: 5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3" -

TABELA 2. Informagdes sobre os primers utilizados no experimento 2.

Gene de interesse Primers Amplicon

Forward: 5’>-ATGCAGAAACAACAGCCACGGTTC-3’ 146
PERI
Reverse: 5’-TGGCCAGGATCTTGAACACTGCTA-3’

Forward: 5’AGGCCTTCACTGGAATGGTGCTAT3’ 110
BMAL-1
Reverse: 5 TGACTGGCCTGGAACTTGCTACAT3’

Gene de referéncia Primers Amplicon

Forward: 5’-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’ 260
18S
Reverse: 5’-GCTGGAATTACCGCGGCT-3’

No experimento 3, para determinar a expressao de RNAm dos genes de referéncia e de
interesse (TAB 3) incubou-se 2 pL de cada amostra em um pogo contendo a solucgdo de
PCR Master Mix SensiFast SYBR® (Bioline, Luckenwalde, Alemanha), H.O
DNaseRNase-free (Life Technologies, Califérnia, Estados Unidos) e uma dupla de
primers do gene de interesse (forward e reverse). Uma vez preparada a placa
experimental, a mesma era levada ao termociclador (LC480, Roche, Mannheim,

Alemanha) programado com as seguintes condi¢des: 5 min a 95°C (desnaturagéo), 35-50
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ciclosde 5sa95°C/10sa65°C/15sa 72°C (amplificagdo), 1 s a 95°C e 15 s a 65°C
(liquefagdo/melting) seguido por uma fase de resfriamento de 1 min a 40°C. A andlise dos
dados foi feita em uma série de passos constituida pela conversdo dos resultados em
niveis absolutos de expressdo, seguida pelo teste da eficiéncia do PCR de cada amostra
por meio de avaliacdo dindmica da linearidade da expressdo das rea¢cdes em uma mesma
placa e, por fim, pela relativizacdo da expressdo dos genes de interesse pela expressédo de

3 genes de referéncia mais estaveis entre os testados para cada tecido investigado.

TABELA 3. Informagdes sobre os primers utilizados no experimento 3.

Gene de interesse Primers Amplicon

PERI Forward: 5’-ATGCAGAAACAACAGCCACGGTTC-3’ 188
Reverse: 5’-TGGCCAGGATCTTGAACACTGCTA-3’

PER2 Forward: 5’-CACCCTGAAAAGAAAGTGCGA-3’ 142
Reverse: 5’-CAACGCCAAGGAGCTCAAGT-3’

CRY1 Forward: 5’-AAGTCATCGTGCGCATTTCA-3’ 195
Reverse: 5’-TCATCATGGTCGTCGGACAGA-3’

CRY?2 Forward: 5’-TGGATAAGCACTTGGAACGGAA-3’ 158
Reverse: 5’-TGTACAAGTCCCACAGGCGGTA-3’

Forward: 5°-CCGATGACGAACTGAAACACCT-3’
BMAL-1 214
Reverse: 5°-TGCAGTGTCCGAGGAAGATAGC-3’

Forward: 5’-CGATCACAGCCCAACTCCTT-3”
CLOCK 239
Reverse: 5’-TTGCAGCTTGAGACATCGCT-3"

DRP Forward: 5’-CCTTTGAACCTGATCCGGCT-3’ o1
Reverse: 5’-TGCCTTCTTCATGATTGGCTG-3*

Forward: 5’~-ACAGCTGACACCACCCAGATC-3’
REV-ERBa 101
Reverse: 5’-CATGGGCATAGGTGAAGATTTCT-3’

CREB Forward: 5’-GCAGTGACTGAGGAGCTTGT-3’ -
Reverse: 5’-ACTCTGCTGGTTGTCTGCTC-3’

Forward: 5’-TGCCATTGTTAAGACCGAG-3’
PGCl-a 269
Reverse: 5’-GGTCATTTGGTGACTCTGG-3”

PGCLp Forward: 5°~AAAAGGCCATCGGTGAAGGT-3’
i Reverse: 5’-AGGAGGGCTCATTGCGTTTT-3’ i

Forward: 5’-TCACACAATGCAATCCGTTT-3’
PPAR-a 177
Reverse: 5’-GGCCTTGACCTTGTTCATGT-3’

PPAR Forward: 5’-CAGGAAAGACAACAGACAAATCA-3’ 05
! Reverse: 5’-GGGGGTGATATGTTTGAACTTG-3’

Forward: 5’-CGGGCCCACCCTGCTCTGTA-3’
HSP90 210
Reverse: 5’-ACCGAATCTTGTCCAGGGCATCA-3’

UCP1 Forward: 5’-AATCAGCTTTGCTTCCCTCA-3’
Reverse: 5’-GCTTTGTGCTTGCATITCTGA-3’

UCP? Forward: 5’-GACTCTGTAAAGCAGTTCTACACCAA-3’ g5
Reverse: 5’-GGGCACCTGTGGTGCTAC-3’

UCP3 Forward: 5’~-GCACTGCAGCCTGTTTTGCTGA-3’ 131
Reverse: 5’- ATAGTCAGGATGGTACCGAGCA-3’
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TABELA 3. Informagdes sobre os primers utilizados no experimento 3. (continuagao)

Gene de interesse Primers Amplicon
Forward: 5°-GCGTTAGGAAGCTTGGGTGT-3’
CIRP 119
Reverse: 5’-TAACCACCACCCCTCCAGAA-3’
Forward: 5°-ACAATGGGACATTCCAGGAG-3’
CPTl-« 65
Reverse: 5’-AAAGACTGGCGCTGCTCA-3’
Forward: 5°-GTGCTGGAGGTGGCTTTGGT-3"
CPT1-B 152
Reverse: 5’-TGCTTGACGGATGTGGTTCC-3’
Forward: 5°-TGTCACAGGCATATGGTGGTC-3’
AMPK 227
Reverse: 5’-TAGAGAATGACCCCGCTGCT-3”
Forward: 5’-ACAGATACTGTGGCGGGAATTGCT-3’
NAMPT-1 252
Reverse: 5°>-TCGACACTATCAGGTGTCTCAG-3’
CD36 Forward: 5’-ACAGTTTTGGATCTTTGACGTG-3’ 13
Reverse: 5’-CCTTGGCTAAATAACGAACTCTG-3’
Forward: 5°-GGGCTGTGAGTGAGTGCTTTC-3’
GLUT4 150
Reverse: 5'-CAGCGAGGCAAGGCTAGA-3’
HSL Forward: 5°-TCACGCTACATAAAGGCTGCT-3" 169
Reverse: 5’-CCACCCGTAAAGAGGGAACT-3’
Forward: 5’-CAAAACAACCAGGCCTTCGA-3’
LPL 140
Reverse: 5'-AGCAATTCCCCGATGTCCA-3’
Forward: 5°-CGCTTCACGTTCGTGCTGGC-3’
ADR-f2 86
Reverse: 5’-CGACCGCTATGAGCGTGTAG-3’
Forward: 5°-CTTCCCAGCTAGCCCTGTT-3’
ADR-B3 110
Reverse: 5'-CCTTGCTAGATCTCCATGG-3’
GR Forward: 5°-ACCTGGATGACCAAATGACCC-3’
Reverse: 5’-GGAGCAAAGCAGAGCAGGTTT-3’
Forward: 5’>-ACGAGTGGATGGTGAAGAGTG-3’
FOXO-1 99
Reverse: 5'-GTAGGGACAGATTGTGGCGAA-3’
Forward: 5°-GATGATCAAGGCCAGCTTGT-3’
ACC1 65
Reverse: 5'-CAGGCTACCATGCCAATCTC-3’
Forward: 5°-GCACGAGATTGCTTTCCTAG-3’
ACC2 101
Reverse: 5’-GCTTCCGCTCCAGGGTAGAGT-3’
Forward: 5’-AGCAGCATGGGGTTTAGGT-3’
mTOR 62
Reverse: 5’-CCCGAGGAATCATACAGGTG-3’
Forward: 5°-TGGCGTGAAGGAATCCTCTG-3’
CamK2a 125
Reverse: 5’-AAGGCTGTCATTCCAGGGTC-3”
Genes de referéncia Primers Amplicon
S18 Forward: 5°-CTCTTCCACAGGAGGCCTACACG-3’ 344
Reverse: 5’-TGGCCAGAACCTGGCTATACTTCC-3”
Forward: 5’-GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3’
HPRT 84
Reverse: 5’-AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA-3’
Forward: 5’>-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’
GAPDH 306
Reverse: 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’
. Forward: 5’-ATGTGGTCTTTGGGAAGGTG-3’
Cyclophilin 162

Reverse: 5’-GAAGGAATGGTTTGATGGGT-3"
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45 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

No experimento 1, as diferencas entre varidveis de desempenho foram avaliadas por meio
de ANOVA one-way seguida por um teste post-hoc para caracterizacdo das diferencas
entre os grupos experimentais. As oscilacbes diarias de temperatura interna, atividade
locomotora espontanea e da razdo entre elas foram determinadas por ANOVA two-way
para cada protocolo em esteira. Para estabelecer as possiveis associagdes entre entre
corticosterona e carga de trabalho, expressdo de PER1 e carga de trabalho, Tinterna e
atividade locomotora utilizou-se a correlagdo de Pearson. Para comparar as possiveis
associagdes entre Tinterna e atividade locomotora nos grupos experimentais (R, E40%,

E70% e EPF) utilizou-se a analise de regressdo linear.

No experimento 2, as diferencas entre variaveis de desempenho ao longo de 8 semanas
foram avaliadas por meio de ANOVA two-way seguida por um teste post-hoc para
caracterizacao das diferencas entre 0s grupos experimentais. As diferencas na temperatura
interna e temperatura da pele da cauda durante as sessdes de treinamento e o teste
progressivo na 8* semana de treinamento foram determinadas por ANOVA two-way
(duracédo do exercicio x treinamento) seguida por teste post-hoc adequado. As oscilacdes
diarias de variaveis de interesse foram determinadas por ANOVA two-way para cada

protocolo em esteira seguida.

No experimento 3, a resposta metabolica e comportamental a exposicdo ao frio em
diferentes horarios foi inicialmente avaliada por meio de ANOVA two-way (tempo de
exposicdo ao frio x temperatura ambiente) seguida pelo célculo da &rea total sob a curva
de cada parametro para analise quanto ao efeito do horario por meio de ANOVA two-way
(horario x temperatura ambiente). O efeito do horario na resposta ao frio para avaliagdo
de genes e horménios de interesse foi verificado por meio de ANOVA two-way (horario x
temperatura ambiente). Os dados foram expressos em média + EPM. O nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do exercicio agudo no balanco térmico circadiano e na

expressdo dos genes do reldgio

5.1.1 Caracterizacdo dos componentes da carga nos tipos de exercicio empregados

Para a caracterizagdo da carga de trabalho empregada no modelo de exercicio fisico
utilizado (corrida em esteira), cada grupo de animais (n=24 animais no total, sendo n=6
animais/grupo) foi submetido a diferentes protocolos de atividade na esteira (FIG 6).
Como esperado em funcdo do delineamento experimental proposto, o trabalho realizado
(FIG 6, A e B) no grupo E40% foi menor em relacdo aos grupos E70% (49,6%, p<0,001)

e EPF (35,7%, p<0,01) que, por sua vez, ndo foram diferentes entre si.

A duragdo dos protocolos de exercicio ndo variou em termos absolutos (FIG 6, C).
Entretanto, em termos relativos (FIG 6, D), o tempo de exercicio no grupo EPF foi 14,5%
menor do que o realizado pelo grupo E40% (p<0,05). Por sua vez, a velocidade maxima
alcancada em cada teste (FIG 6, E e F), inicialmente utilizada como nossa variavel de
referéncia para a caracterizacdo dos grupos de corrida em esteira, foi menor no grupo
E40% (p<0,0001) e maior no grupo EPF (p<0,0001). Interessante notar que, em relacao
ao valor do pré-teste, a velocidade do grupo E40% correspondeu a 41,6 + 0,01% aquela
observada no pré-teste, enquanto, para os grupos E70% e EPF, correspondeu a 63 +
0,14% e 100,1 + 0,03%, respectivamente.

Tendo em vista a constatacdo de que cada componente da carga — velocidade, duragéo e
tipo de exercicio — contribuiu de forma diferente para a carga de trabalho, novos
agrupamentos foram realizados com o objetivo de isolar os efeitos de cada pardmetro nas
variaveis fisioldgicas estudadas. Em relacdo a carga de trabalho, com base na analise de
frequéncia do pardmetro na populacdo, chegou-se a uma divisdo em 2 faixas: Leve —
trabalho inferior a mediana (19,55 kgm; n=9); e Alta — trabalho superior a mediana (19,55
kgm; n=9). As 2 faixas empregadas diferenciam-se em termos de trabalho (FIG 7, A e B;
p<0,0001) e de velocidade maxima (FIG 7, E e F; p<0,01), mas ndo quanto a duracdo do
teste (FIG 7, C e D; p=0,20).
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FIGURA 6. Caracterizacdo dos componentes da carga nos 3 protocolos de exercicio (E40%, E70% e
EPF). Trabalho realizado (A e B), tempo de exercicio (C e D) e velocidade méxima (E e F) em cada
protocolo de corrida em esteira foram determinados em funcdo da capacidade méaxima previamente
aferida em teste de intensidade progressiva até a fadiga (B, D e F) e em termos absolutos (A, C e E).
As linhas pontilhadas representam a média obtida no progressivo de caracterizacdo da amostra. a
p<0,01 para comparag¢des com o grupo E40%. Resultados expressos em média + epm; n=6/grupo.
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FIGURA 7. Caracterizagdo dos componentes da carga em funcdo das faixas de trabalho (Leve e Alta)
realizado por cada animal, independentemente do protocolo de exercicio fisico. Trabalho realizado (A e
B), tempo de exercicio (C e D) e velocidade maxima (E e F) em cada protocolo de corrida em esteira
foram determinados em funcdo da capacidade maxima previamente aferida em teste de intensidade
progressiva até a fadiga (B, D e F) e em termos absolutos (A, C e E). As linhas pontilhadas representam
a média obtida no progressivo de caracterizacdo da amostra. a p<0,01 para compara¢Ges com 0 grupo
E40%. Resultados expressos em média + epm; n=9/grupo.
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5.1.2 Efeito do exercicio agudo nos niveis plasmaticos de corticosterona

De maneira geral, observou-se um aumento da concentracdo plasmatica de corticosterona
em resposta ao exercicio (Fs20=4,652; p<0,01; FIG 8, A) diretamente relacionada com o
aumento da carga de trabalho realizada (r=0,485 e p<0,05; FIG 8, C). Esse aumento foi
marcante no grupo E70% (p<0,01). Ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos
Néive, Repouso e E40%. Por sua vez, o EPF n&o induziu aumento de corticosterona nos
animais avaliados, apresentando niveis intermediarios entre 0s grupos com menores

niveis e o grupo E70%.

Em seguida, procedeu-se a analise com base na separacdo de grupos de carga de trabalho
leve e alta. Confirmando a associacdo entre carga de trabalho e secrecdo de corticosterona,
observou-se que animais com alta carga de trabalho apresentaram maiores niveis de
corticosterona (p<0,01) em relagdo aos animais que ndo realizaram exercicio
(F2,22=3,566; p<0,05; FIG 8, B).
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FIGURA 8. Efeito do exercicio fisico (E40%, E70% e EPF) e da carga de trabalho (Leve e Alta) na
concentragcdo de corticosterona plasméatica. Em A, a concentracdo de corticosterona plasmatica foi
expressa em funcdo dos 5 grupos experimentais (Naive, Repouso, E40%, E70% e EPF). Em B, a
concentracdo de corticosterona plasmatica foi expressa em funcdo do nivel de trabalho realizado
durante o exercicio (Leve ou Alta), valendo-se dos animais que ndo realizaram exercicio como controle
(No-Ex). Em C, a associagdo entre a carga de trabalho realizado e a concentra¢do de corticosterona
plasmaética foi expressa por meio da correlacdo de Pearson e a andlise de regresséo linear (expressa por
meio da reta e da respectiva equagdo que a descreve). Cada circulo corresponde a um animal
experimental em uma das situagfes empregadas. a p<0,05 para compara¢des com o grupo Naive (A)
ou No-Ex (B). Resultados expressos em média + epm; n=6 (E40%), 5 (Naive, Repouso e E70%) e 4

(EPF).
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5.1.3 Efeito do exercicio agudo na expressao dos genes do reldgio

Em uma andlise geral dos resultados, observou-se que a simples exposi¢do do animal a
esteira de corrida promoveu um aumento na expressao de PER1 no musculo esquelético
em relagdo ao grupo Néive (Fs12=5,023; p<0,05; FIG 9, A). A carga de trabalho do
exercicio realizado na esteira se correlacionou negativamente com a expressdo de PER1
(r=-0,676; p<0,01; FIG 9, B). Em relacdo as adrenais, os resultados mostraram que a
expressdo de PER1 n&o foi alterada em nenhuma das situagdes experimentais utilizadas
no presente trabalho (FIG 9, C e D).
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FIGURA 9. Efeito do exercicio fisico agudo na expressdao de mRNA do gene do relégio PER1 no
musculo gastrocnemio a nas adrenais. Em A e C, a expressdo de PER1 foi expressa em funcgao dos 5
grupos experimentais (Naive, Repouso, E40%, E70% e EPF) no musculo gastrocnémio e nas adrenais,
respectivamente. Em B e D, a associacdo entre a carga de trabalho realizado e a concentracdo de
corticosterona plasmatica foi expressa por meio da correlacdo de Pearson e a analise de regressao linear
(expressa por meio da reta e da respectiva equacao que a descreve) em ambos os tecidos. Cada circulo
corresponde a um animal experimental em uma das situagdes empregadas. a p<0,05 para comparagdes
com o grupo Naive. Resultados expressos em média + epm; para 0 musculo gastrocnemio, n=4
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(Repouso e E40%) ou 3 (Naive, E70% e EPF); para as adrenais, n=4 (Naive, Repouso, E40% e EPF)
ou 3 (E70%).

5.1.4 Efeito do exercicio agudo no balanc¢o térmico circadiano

Os testes realizados durante a fase clara do ciclo produziram alteragdes na temperatura
interna apenas nos momentos subsequentes a realizacdo do exercicio. De maneira geral,
durante os 3 dias de registro utilizados para caracterizar o perfil oscilatorio (FIG 10), a
variagdo diaria de temperatura interna (Fr1,1440=46,73; p<0,0001) foi afetada pela
realizag&o de exercicio em esteira (F3,1440=3,665; p<0,05), com diferencas entre 0s grupos
E40%, E70% e EPF em relacdo ao Repouso (FIG 10, B) (p<0,01). Tais diferencas foram
limitadas ao dia do teste (F23480=39.33; p<0,0001), especificamente, durante as horas
subsequentes a realizacdo do protocolo em esteira (FIG 10, B). Por essa razdo, prop6s-se
a analise da variacdo de temperatura interna durante o dia experimental com base em
quadrantes representativos de: 1 — repouso durante a fase clara, anterior ao teste (ZT 0 a
6); 2 — recuperacdo apos o teste, durante a fase clara (ZT 6 a 12); 3 — primeira metade da
fase escura (ZT 12 a 18); e 4 — segunda metade da fase escura (ZT 18 a 24). Essa analise
revelou que o exercicio de corrida em esteira aumentou a temperatura interna nos
quadrantes 2 (F3120=13,65; p<0,0001) e 3 (F3120=3,596; p<0,05). Nas horas restantes da
fase escura do dia do exercicio a temperatura interna foi similar entre 0s grupos,

apontando para o reequilibrio do parametro.

Em relacdo a atividade locomotora, os testes ndo produziram modificacdes na oscilagdo
diaria dessa varidvel (F3480=0,979; p=0,402) (FIG 10, E). Durante os 3 dias de registro
para cada condigdo experimental, as diferencas de fases ndo foram alteradas por

quaisquer dos protocolos experimentais (F3,1440=0,218; p=0,884).
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FIGURA 10. Comparagdes dos efeitos dos diferentes protocolos em esteira de corrida na temperatura
interna (A, B e C) e na atividade locomotora esponténea (D, E e F) em cada um dos dias experimentais.
As médias da temperatura interna e da atividade locomotora espontanea foram representadas
isoladamente no dia imediatamente anterior a sessdo experimental (A e D), no dia do experimento na
esteira — Repouso, E40%, E70% e EPF (B e E), e no dia posterior a sessdo experimental (C e F). As
areas sombreadas em cinza correspondem a fase escura (19:00 as 07:00). As &reas hachuradas
correspondem ao periodo da realizagdo das sesses experimentais (11:00 as 13:00). Resultados
expressos em média + epm; a p<0,05 para comparag¢des com o grupo Repouso. n=6/grupo.
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A avaliacdo da relacéo entre o efeito hipertérmico induzido pelo exercicio e os niveis de
atividade locomotora espontanea ao longo dos periodos de registro em termos globais
(envolvendo todos os dias de registro — FIG 11) e também para cada situacdo
experimental (FIG 12), bem como da ritmicidade da razdo ALE/Tinema (FIG 13), revelou
que, via de regra, a temperatura interna estd fortemente relacionada com a atividade
locomotora espontanea (r=0,770, p<0,0001; FIG 11). Contudo, a realizagdo de um
protocolo em esteira atenuou esta associagdo que, por sua vez, foi restaurada no dia
subsequente a sua execugdo (F260=5,060; p<0,01). Essa alteracdo na relacdo entre as
variaveis foi mais evidente ap6s o EPF (FIG 12, D). Se, por um lado, a inclinacdo das
retas correspondentes a cada dia de analise ndo foi alterada em nenhum dos casos
estudados, por outro, ocorreu um deslocamento para baixo da reta apenas no dia do
experimento relativo ao EPF, corroborando a analise de correlagdo (p<0,001 em EPF;
p<0,01; FIG 12, D). Esse mesmo deslocamento ndo foi detectado para 0s grupos
Repouso ou exercicio subméximo, E40% e E70% (FIG 12, A, B e C, respectivamente).
Por sua vez, a ritmicidade da razdo ALE/Tinwema ndo foi alterada pelo exercicio
(F3,1439=0,289; p=0,834), independentemente do dia analisado, ou do quadrante avaliado
durante o dia da sess&o na esteira (FIG 13).
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FIGURA 11. Correlacdo entre temperatura interna e atividade locomotora espontanea ao longo das 72
horas de registro. A associagdo entre as mudancas da temperatura interna e da atividade locomotora
espontanea foram representados em fungéo das médias calculadas para cada hora ao longo das 72 horas
de registro para cada situacdo experimental. A reta de regressdo linear, bem como o coeficiente de
correlacdo foram adicionados a figura. Resultados expressos em média = epm. n=6/grupo.
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FIGURA 12. Efeito dos diferentes protocolos experimentais nas retas de regressdo linear que
descrevem a relacdo entre temperatura interna e atividade locomotora. A associacdo entre as mudancas
da temperatura interna e da atividade locomotora espontanea foram representados em funcdo das
médias calculadas para cada dia ao longo das 72 horas de registro correspondentes a cada situacao
experimental (Repouso — A; E40% - B; E70% - C; e EPF — D). As retas de regresséo linear, bem como
os coeficientes de correlagdo foram adicionados a figura e apontadas em cada situagdo experimental
para auxiliar a visualizagdo. Resultados expressos em média + epm. n=6/grupo.

PRE B TESTE C POS

-+ Teste Progressivo

Sessiio experimental

ALE/ Ty

0.0 0.0 0.0

LI N A R S S S
Hora do dia (h) Hora do dia (h) Hora do dia (h)

LI N R I S S

FIGURA 13. Andlise da razdo entre atividade locomotora espontanea e temperatura interna ao longo
dos 3 dias experimentais correspondentes a cada um dos protocolos utilizados (Repouso, E40%, E70%
e EPF). A razo entre as mudancas da temperatura interna e da atividade locomotora espontanea foram
representados em funcdo das médias calculadas para cada dia — anterior ao da situacdo experimental
(em A); dia em que houve situagdo experimental (em B); e posterior a situacdo experimental (em C) —
ao longo das 72 horas de registro. As areas sombreadas em cinza correspondem a fase escura (19:00 as
07:00). As areas hachuradas correspondem ao periodo da realizagdo das sessdes experimentais (11:00
as 13:00). Resultados expressos em média + epm. n=6/grupo.
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5.2 Efeito do treinamento fisico na variacdo diaria da expressdo dos

genes do reldgio, corticosterona, catecolaminas e do balanco térmico

5.2.1 Caracterizacdo dos componentes da carga de treinamento

Ao término das 8 semanas de treinamento os animais treinados estavam mais leves na
oitava semana que o0s ndo treinados (F2,9=7,001; p<0,05; T:323,6 + 9,39 e NT:344,4 +
9,1g; Néive: 373,8 £ 9,79g). O inicio da dissociacdo do ganho de peso entre ndo treinados

e treinados ocorreu apos a sexta semana de treinamento (FIG 14).

A carga de treinamento utilizada no presente protocolo caracterizou-se por aumentos
progressivos na velocidade de corrida (FIG 15, A e D) acompanhados por aumentos
regulares na duracgdo das sessdes (FIG 15, B e E) ao longo das 4 primeiras semanas, com
a subsequente estabilizagdo em 60 minutos nas 4 semanas finais do protocolo de
treinamento. Dessa modulacdo da relacao entre intensidade e volume da carga resultou
um aumento progressivo da carga de treinamento por sessao, estimado através do calculo
do trabalho (FIG 15, C e F).

O protocolo de treinamento foi utilizado em 31 animais, sendo que 28 animais
completaram as 8 semanas (aproximadamente 90%). Dos 3 animais retirados do
experimento, 2 animais ndo aderiram a atividade e 1 animal foi encontrado morto na
caixa durante a primeira semana de treinamento. Nos animais ndo treinados, 21 de um
total de 28 animais completaram as 8 semanas de protocolo (aproximadamente 75%). Dos
5 animais retirados do experimento, 2 tornaram-se refratarios a corrida em esteira apos o
primeiro teste progressivo, 1 animal foi encontrado morto na caixa e 2 animais nao

realizaram o ultimo teste progressivo na oitava semana.
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FIGURA 14. Efeito de 8 semanas de treinamento fisico no ganho de peso corporal. A massa corporal
dos animais dos grupos treinado e ndo treinado foi registrada ao longo do processo de treinamento no
inicio de cada semana. a p<0,05 para compara¢es com 0 grupo Repouso. Resultados expressos em
média £ epm; n=26-28/grupo.
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FIGURA 15. Caracterizagdo da carga de treinamento utilizada durante as sess@es de treinamento fisico
ao longo do periodo experimental (8 semanas). Velocidade de corrida (A e D), trabalho realizado (B e
E) e duracdo da atividade (C e F) foram representados em termos absolutos (A, B, e C) e relativizados
pela capacidade maxima (D, E, e F). Os animais do grupo treinado foram submetidos a 5 sessoes
semanais de treinamento com duragdo entre 30 e 60 minutos por 8 semanas. Durante os finais de

semana os animais ndo treinavam. Todas as sessOes ocorreram entre 11:00 e 13:00. Testes de

capacidade maxima foram realizados antes do inicio do treinamento, ao final da 4* ¢ da 8 semana. Os
testes pré-treinamento e ao final da 4* semana de treinamento foram utilizados para o calculo da carga
de trabalho relativa. Resultados expressos em média + epm; n=26-28.
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5.2.2 Efeito do treinamento fisico no desempenho e no balango térmico durante o
exercicio

Ao longo das 8 semanas de treinamento de corrida em esteira, 0s animais apresentaram
aumentos progressivos no rendimento fisico (FIG 16). Tais adaptacfes positivas no
desempenho foram detectadas jd& na quarta semana de treinamento em termos de
velocidade méaxima alcancada no teste progressivo (F1139=62,07; p<0,0001; FIG 16, A) e
de carga de trabalho realizado (F1,139=67,99; p<0,0001 FIG 16, B).

Além do aumento de desempenho (p<0,0001), o treinamento fisico atenuou a hipertermia
induzida pelo exercicio (F1,104=67,77; p<0,0001 FIG 17, A) em decorréncia da reducdo na
taxa de aquecimento corporal calculada para cada estagio do teste (F1,194=7,007; p<0,01
FIG 17, B). Por sua vez, a temperatura da pele da cauda foi similar nos animais treinados
e ndo treinados (F1,207=3,366; p=0,068 FIG 17, C), apesar de uma antecipa¢do da méaxima
taxa de vasodilatacdo da cauda (efeito do tempo de exercicio: Fi4207=9,113; p<0,0001;
FIG 17, D). No momento da interrupcdo do esforco, tanto temperatura interna quanto

temperatura da pele da cauda foram similares nos grupos NT e T.

Em conjunto, essas observacGes confirmaram a eficiéncia do programa de 8 semanas de
treinamento de corrida em esteira no aprimoramento do desempenho fisico por meio do
aumento da capacidade termorregulatdria, verificada pela menor taxa de aquecimento

corporal em resposta ao maior trabalho realizado.
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FIGURA 16. Efeito de 8 semanas de treinamento fisico no desempenho fisico em testes de exercicio
progressivo até a fadiga. A capacidade maxima foi aferida em 3 momentos do processo de treinamento
através de testes de intensidade progressiva até a fadiga: na semana anterior ao inicio, ao final da quarta
semana e ao final da oitava semana de treinamento. A velocidade maxima (m/min; em A) e o trabalho
total realizado (kgm; em B) foram determinados para os animais ndo treinados (barras brancas) e
treinados (barras pretas). a indica p<0,05 para compara¢cdes com a semana 0; b indica p<0,05 para
comparagfes com a semana 4; **** indica p<0,0001 para compara¢Bes entre grupos. Resultados
expressos em média + epm; n=26-28/grupo.
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FIGURA 17. Efeito de 8 semanas de treinamento fisico no balanco térmico durante o teste de exercicio
progressivo realizado ao término da Gltima de semana de treinamento. A variagdo da temperatura
interna (°C; em A), da taxa de aquecimento corporal (°C/min; em B), da temperatura da pele da cauda
(°C; em C) e da taxa de variagdo da temperatura da pele da cauda (°C/min; em D) foram determinados
para os animais nao treinados (circulos brancos) e treinados (circulos pretos) e expressos em fun¢ao do
tempo de exercicio. a indica p<0,05 para comparagdes com o inicio do exercicio; * indica p<0,0001
para comparagdes entre grupos. Resultados expressos em média + epm; n=7-8/grupo.
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5.2.3 Efeito do treinamento fisico no balanco térmico circadiano
Ao longo dos 7 dias de monitoramento continuo da temperatura interna e da atividade
locomotora, observou-se episddios de hipertermia (FIG 18) sustentada apos as sessfes de

treinamento e também apos o teste progressivo (FIG 19 e 20).

Os episodios de hipertermia detectaveis na analise temporal diaria de temperatura interna
foram quantificados e relacionados com o indice de dissipacdo cutanea nos instantes pré e
pos sessdes de treinamento (FIG 18). As sessOes de exercicio fisico durante a 8% semana
de treinamento induziram aumentos de temperatura interna de 2,02 + 0,15 °C (F1,67=353,3,
p<0,0001; FIG 18, A) acompanhadas por aumentos na temperatura da pele da cauda de
2,30 + 0,09 °C (F1,67=41,67, p<0,0001; FIG 18, B) e do IDC (F1,6=10,20, p<0,01; FIG
18, C). Interessante notar ainda um aumento na temperatura da pele da cauda
imediatamente antes do inicio das sessdes de exercicio (p<0,05), sugerindo um processo
de antecipacdo ao inicio do esforco (FIG 18, B).

A B
414 34
[J Nio Treinado
B Treinado
_u]- T T L] 32 R,
o . .y a
< 39 ¥
g e
E —é 30
£ 38 . 3 *
= == =
37 28 == s
364 - 26

< ) ”

< < < <

C

0.6

a

0.4
g = L

02

0.0

& &

FIGURA 18. Efeitos do treinamento e das sessdes de treinamento nos valores de temperatura interna,
da pele da cauda e do indice de dissipacdo cutanea (IDC) pré e p6s sessdo de treinamento na 82 semana.
A temperatura interna (°C, em A) e a temperatura da pele da cauda (°C, em B) foram registradas
imediatamente antes (Pré) e ap6s (P6s) cada sessdo de treinamento. O IDC (em C) foi calculado
através da formula (T cauda - Tambiente)/(Tinterna — Tambiente). @ indica p<0,05 para comparac¢8es com o inicio
do exercicio; * indica p<0,05 para comparagdes entre grupos. Resultados expressos em média + epm;
n=7-8/grupo.
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O fenbmeno observado ndo resultou em alteragbes temporais diarias na temperatura
interna (F12281=1,245, p=0,265; FIG 19, A e B; FIG 20, A). Por outro lado, ao longo dos
7 dias de registro, o treinamento fisico aumentou a atividade locomotora espontanea
média (NT=6,97 + 0,29 ua/min e T=8,18 + 0,32 ua/min; F123:=28,88, p<0,0001; FIG 19,
C e D; FIG 20, B). Tendo em vista a propria atividade em esteira resultante das sessdes de
treinamento, essa analise contém um forte viés intrinseco, prejudicando a interpretacdo
dos resultados. Dessa forma, ao se excluir os horarios correspondentes as sessdes de
treinamento/teste progressivo da analise, o efeito do treinamento observado anteriormente
foi acentuado (F12112=52,34, p<0,0001; FIG 20, B).

Nos dias correspondentes a realizacdo das sessdes de treinamento durante a 82 semana de
treinamento, as variacdes diarias de temperatura interna (Fi2o, 1573=22, 72, p<0,0001) e
atividade locomotora espontanea (Fi2o, 1573=5,73, p<0,0001) foram mantidas (FIG 21, A e
B). Além disso, também se observou o aumento da atividade locomotora espontanea
induzido pelo treinamento (Fi, 1573=27,46, p<0,0001; FIG 21, C e D). Tal efeito
concentrou-se na fase escura do ciclo (FIG 21, B), independentemente de alteraces na

temperatura interna na fase correspondente (FIG 21, A).

Apos o teste progressivo realizado ao término da 8% semana de treinamento, observou-se
que a queda na temperatura interna durante a recuperacédo foi acentuada pelo treinamento
ocorrendo imediatamente ap6s o término do exercicio nos treinados e apenas apds 3 horas
nos animais ndo treinados (Fs7, 624=19,45, p<0,0001; FIG 22, A), caracterizando uma
possivel adaptacdo positiva do sistema de controle de temperatura interna. Além disso,
houve também uma atenuacdo do efeito do treinamento sobre a atividade locomotora

espontanea apos a realizagdo do exercicio progressivo (F1,624=7,731; p<0,01; FIG 22, B).

No ultimo dia de registro, quando ndo houve atividades na esteira, foi novamente
observado o aumento na atividade locomotora espontanea (F1312=7,032. p<0,01; FIG 23,
B). Por outro lado, a variagdo diaria de temperatura interna ndo foi afetada pelo

treinamento no ultimo dia de monitoramento (F1,312=0,017, p=0,896; FIG 23, A).
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FIGURA 19. Caracterizagdo dos efeitos das sessdes de treinamento durante a 8% semana experimental
nas variagcdes diarias de temperatura interna e atividade locomotora espontanea (ALE). O efeito do
treinamento na temperatura interna (A e B) e da atividade locomotora espontéanea (C e D) ao longo da
oitava semana de protocolo foi representado para a sequéncia dos dias da semana. As setas representam
atividade na esteira: sessdes de treinamento nos animais treinados (B e D), ou sess6es de familiarizacdo
nos animais nao treinados (A e C). As areas sombreadas em cinza correspondem a fase escura (19:00
as 07:00). Resultados expressos em média £ epm. * indica p<0,05 para comparagdes entre grupos.

n=7-8/grupo.
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FIGURA 20. Caracterizacdo dos efeitos das sessdes de treinamento durante a 82 semana experimental
nas variacOes diarias de temperatura interna e atividade locomotora espontanea (ALE). O efeito do
treinamento na temperatura interna (A) e da atividade locomotora espontanea (B) ao longo da oitava
semana de protocolo foi representado para a média do periodo de registro, ap6s se excluir os valores
correspondentes as sessfes de atividade em esteira. As setas representam atividade na esteira: sessdes
de treinamento nos animais treinados, ou sessdes de familiarizagcdo nos animais ndo treinados. As areas
sombreadas em cinza correspondem a fase escura (19:00 as 07:00). As areas hachuradas correspondem
ao periodo da realizagdo das sessdes de atividade na esteira (11:00 as 13:00). Resultados expressos em
média + epm. * indica p<0,05 para comparagdes entre grupos. n=7-8/grupo.

Sessiio de treinamento/
‘este progressive

i)

A B

0 %% < Nlo Treinads ¥ %

3851 % o - % Sessiio de treinamento/
: w50l % | E 20 %" Teste progrefsivo
= g ‘ q 210 %

173
=
th
=]

S D D D PN PP DD S D D D D PO DE
DO S S R R N R R RN R R B RN N N O, S O RO S I N )
TN E NI E TN E NN RS E
Hora do dia (h) Hora do dia (h)

FIGURA 21. Efeito médio dos 5 dias de sessdes de treinamento na temperatura interna e na atividade
locomotora esponténea durante a 8% semana experimental. O efeito do treinamento na temperatura
interna (A) e na atividade locomotora espontanea (B) foi representado para a média dos 5 dias com
sessOes de treinamento, apos se excluir os valores correspondentes as sessdes de atividade em esteira.
As areas sombreadas em cinza correspondem a fase escura (19:00 as 07:00). As &reas hachuradas
correspondem ao periodo da realizagdo das sessdes de atividade na esteira (11:00 as 13:00). Resultados
expressos em média + epm. * indica p<0,05 para comparagfes entre grupos. n=7-8/grupo.
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FIGURA 22. Efeito do ultimo teste de exercicio progressivo até a fadiga na temperatura interna e na
atividade locomotora espontanea durante a 8% semana experimental. O efeito do treinamento na
temperatura interna (A) e na atividade locomotora esponténea (B) foi representado para o dia do teste
progressivo, apds se excluir os valores correspondentes as sessfes de atividade em esteira para a
analise. As areas sombreadas em cinza correspondem a fase escura (19:00 as 07:00). As &reas
hachuradas correspondem ao periodo da realizacdo das sessdes de atividade na esteira (11:00 as 13:00).
Resultados expressos em média + epm. n=7-8/grupo.
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FIGURA 23. Efeito do treinamento fisico na variacdo diaria basal da temperatura interna e da
atividade locomotora espontanea durante a 8* semana experimental. O efeito do treinamento na
temperatura interna (A) e na atividade locomotora espontanea (B) foi representado para o dia sem
atividade na esteira. As areas sombreadas em cinza correspondem & fase escura (19:00 as 07:00).
Resultados expressos em média + epm. * indica p<0,05 para comparag¢des entre grupos. n=7-8/grupo.
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A avaliacdo da relacdo entre ALE/Tinema (FIG 23) ao longo da oitava semana de
treinamento revelou que o padrdo ritmico da relacdo entre as duas variaveis (Fas,
264=25,86, p<0,0001) foi alterado pelo treinamento de 8 semanas (F1, 264=33,35,
p<0,0001) através de um aumento no “custo locomotor” durante 0S momentos finais da

fase escura, possivelmente para manter a estabilidade da oscilagdes diarias da temperatura

interna.
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FIGURA 24. Efeito do treinamento fisico na razdo entre atividade locomotora espontanea e
temperatura interna ao longo da Ultima semana experimental. O efeito do treinamento na raz&o entre a
atividade locomotora espontanea e a temperatura interna foi representado para a média dos 7 dias de
registro, apos se excluir os valores correspondentes as sessdes de atividade em esteira para a anélise.
As areas sombreadas em cinza correspondem a fase escura (19:00 as 07:00). As areas hachuradas
correspondem ao periodo da realizacdo das sessdes de atividade na esteira (11:00 as 13:00). Resultados
expressos em média + epm. * indica p<0,05 para comparagdes entre grupos. n=7-8/grupo.
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A dissociagdo relativa entre atividade locomotora espontanea e temperatura interna, as
alteracOes ocorreram independentemente de mudangas no padrao alimentar (FIG. 25). Os
habitos noturnos de alimentacdo ndo foram afetados pela préatica regular de exercicio de
corrida em esteira durante a fase de repouso (efeito da fase do dia; F1,16=1357, p<0,0001;
efeito do treinamento: F1,16=2,074, p=0,169). O mesmo foi observado para os habitos de
ingestdo hidrica (efeito da fase do dia; F1,5=440,5, p<0,0001; efeito do treinamento: Fy,
8=0,001, p=0,970).
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FIGURA 25. Efeito do treinamento fisico no padrdo diario de ingestdo alimentar e hidrica durante a 82
semana de treinamento. A ingestdo alimentar média (A) e a ingestdo hidrica média (B) durante 5 dias
consecutivos ao longo da 8% semana de treinamento foram apresentadas em fungdo da média + epm,
para animais treinados (Barras pretas) e ndo treinados (Barras brancas). A quantidade de alimento
ingerido foi calculada com base na diferenca entre os valores medidos no inicio da fase clara e no final
da fase escura. * indica p<0,05 para comparacdes entre grupos. n=7-8/grupo.
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5.2.4 Efeito do treinamento fisico na variagdo didaria dos niveis plasmaticos de
corticosterona

A variacdo diaria nos niveis de corticosterona plasmatica (F39=8,115, p<0,0001; FIG
26) ndo foi afetada pelo treinamento (Fa439=0,731, p=0,398). Os menores valores de
corticosterona plasmatica foram encontrados no ZT 4 (11:00) enquanto os maiores

valores foram observados ap6s a mudanca de fase, no ZT 12 (19:00).
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FIGURA 26. Efeito do treinamento fisico na variagdo diéria de corticosterona plasmética ap6s, no
minimo, 48 horas o Ultimo teste progressivo. Apos o teste maximo realizado no sexto dia da 82 semana
de treinamento, os animais foram sacrificados em 5 momentos do dia: ZT0 (07:00 — luzes acesas), ZT4
(11:00 — horario usual do inicio do exercicio regular), ZT6 (13:00), ZT 12 (19:00 — luzes apagadas) e
ZT18 (01:00). A linha pontilhada representa a média diaria da populacdo avaliada. Resultados
expressos em média + epm. * indica p<0,05 para comparacdes entre grupos. n=4-5/grupo/ZT.
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5.2.5 Efeito do treinamento fisico na variagcdo didria da expressdo dos genes do
relogio no musculo esquelético

Observou-se um efeito do treinamento na transcricdo de PER1 através da alteracdo da
ritmicidade da expressdo do gene especialmente durante a transicdo do escuro para o

claro.

A expressao do gene PER1 no musculo gastrocnémio (FIG 27, A) ndo mostrou a variagao
diaria caracteristica, com nadir em ZTO (07:00) e pico em ZT12 (19:00), ap6s 8 semanas
de treinamento de corrida (ANOVA one way — fator tempo; NT: Fs15=3,347, p<0,05; T:
Fs14=2,34, p=0,106). A analise de variancia em relacdo a interacdo entre os efeitos do
treinamento e do horéario do dia (ANOVA two-way) nao detectou um efeito claro desses
dois fatores (TreinamentoXhoréario do dia: Fs29=2,494, p=0,065). Interessante notar que,
no momento da mudanca de fase (escuro — claro), ocorreu um pico de transcrigdo de
PER1 nos animais treinados (multiplos testes t, p<0,05). Por sua vez, além de nao
apresentar um perfil oscilatorio bem definido (NT: Fa15=1,944, p=0,155; T: F414=0,554,
p=0,699) a expressao do gene BMAL1 (FIG 27, B) néo foi afetada pelo treinamento em

nenhum momento do dia.
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FIGURA 27. Efeito do treinamento fisico na variacao didria da expressdo dos genes do relégio PER1
(A) e BMALL1 (B) no musculo gastrocnemio. Apos o teste méximo realizado no sexto dia da 8% semana
de treinamento, os animais foram sacrificados em 5 momentos do dia: ZTO (07:00 — luzes acesas), ZT4
(11:00 — horario usual do inicio do exercicio regular), ZT6 (13:00), ZT 12 (19:00 — luzes apagadas) e
ZT18 (01:00). A linha pontilhada representa a média didria da populacdo avaliada. Resultados
expressos em média + epm; * indica p<0,05 para comparagdes entre grupos. n=4-5/grupo/ZT.
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5.2.6 Efeito do treinamento fisico na variagdo didria de atividade monoaminérgica
no sistema nervoso central

Striatum/caudado putamen. Observou-se um alto nivel de dopamina (DA) e seu
metabdlito (DOPAC) (FIG 28, A e B, respectivamente). O treinamento fisico
aumentou o a taxa de renovacdo dopamineérgica (DOPAC/DA; F133=60,50, p<0,0001;
FIG. 28, C) e mostrou uma oscilacdo diaria no grupo T (F4,17=3,331, p<0,05), mas
ndo no grupo NT (F416=0,841, p=0,519). Os niveis de serotonina (5-HT) e seu
metabdlito (5HIAA), bem como a taxa de renovacgdo serotonérgica (SHIAA/5-HT)
(FIG 28, D a F), ao contrario do sistema dopaminérgico, ndo apresentaram variacao
diaria ou efeito do treinamento. Interessante notar que os niveis de noradrenalina
(NORA) detectados foram muito baixos (sendo detectados em apenas 9 de um total de
44 amostras), apesar de maiores nos animais treinados (F145=7,640, p<0,01; FIG 31,
A).

Area pré-optica. O treinamento fisico aumentou a quantidade de NORA (FIG 31, B)
na regido (F139=7,048, p<0,05), sobretudo no ZT4 (11:00) e ZT12 (19:00). Em
contraposi¢cdo ao observado para a NORA, o treinamento atenuou tanto a atividade
dopaminérgica quanto a serotonérgica (DOPAC/DA: F1,39=5,658, p<0,05; FIG 29, C;
S5HIAA/5-HT: F139=4,357, p<0,05; FIG 29, F), sendo tal efeito acentuado no ZT6
(p<0,05).

Nucleo paraventricular do hipotalamo. Os niveis absolutos de DA, DOPAC, 5-HT,
5HIAA (FIG 30, A, B, D e E, respectivamente) e NORA (FIG 31, C) foram pouco
afetados pelo treinamento fisico. Entretanto, a razdo 5SHIAA/5-HT (FIG 30, F) apresentou
uma interacdo entre horério e treinamento (Fs40=2,649, p<0,05), com diferencas
marcantes (p<0,05) entre 0s grupos nos momentos de mudanca de fase (ZTO e ZT12).
Por sua vez, a razdo DOPAC/DA (FIG 30, C) foi atenuada pelo treinamento no ZT12
(p<0,01).
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FIGURA 28. Efeito do treinamento fisico na variacdo diéria de atividade monoaminérgica no
striatum/caudado putamen. DA (A), DOPAC (B), DOPAC/DA (C), 5-HT (D), SHIAA (E) e 5SHIAA/5-
HT (F) foram relativizadas pela média de cada grupo. Apds o teste maximo realizado no sexto dia da 8?
semana de treinamento, os animais foram sacrificados em 5 momentos do dia: ZTO (07:00 — luzes
acesas), ZT4 (11:00 — horario usual do inicio do exercicio regular), ZT6 (13:00), ZT 12 (19:00 — luzes
apagadas) e ZT18 (01:00). Resultados expressos em média + epm; * indica p<0,05 para comparagdes
entre grupos no mesmo ZT. n=3-5/grupo/ZT.
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FIGURA 29. Efeito do treinamento fisico na variacdo diéria de atividade monoaminérgica na area pré-

6ptica (POA). DA (A), DOPAC (B), DOPAC/DA (C), 5-HT (D), 5HIAA (E) e 5HIAA/5-HT (F)
foram relativizadas pela média de cada grupo. Apds o teste maximo realizado no sexto dia da 82
semana de treinamento, os animais foram sacrificados em 5 momentos do dia: ZTO (07:00 — luzes
acesas), ZT4 (11:00 — horério usual do inicio do exercicio regular), ZT6 (13:00), ZT 12 (19:00 — luzes
apagadas) e ZT18 (01:00). Resultados expressos em média + epm; * indica p<0,05 para comparagdes
entre grupos no mesmo ZT. n=3-5/grupo/ZT.
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FIGURA 30. Efeito do treinamento fisico na variacdo diaria de atividade monoaminérgica no nicleo
paraventricular do hipotalamo. DA (A), DOPAC (B), DOPAC/DA (C), 5-HT (D), 5HIAA (E) e
5HIAA/S-HT (F) foram relativizadas pela média de cada grupo. Apds o teste maximo realizado no
sexto dia da 8% semana de treinamento, os animais foram sacrificados em 5 momentos do dia: ZTO
(07:00 — luzes acesas), ZT4 (11:00 — horario usual do inicio do exercicio regular), ZT6 (13:00), ZT 12
(19:00 - luzes apagadas) e ZT18 (01:00). Resultados expressos em média + epm; * indica p<0,05 para
comparag6es entre grupos no mesmo ZT. n=3-5/grupo/ZT.
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FIGURA 31. Efeito do treinamento fisico na variacdo diaria de noradrenalina no sistema nervoso
central. ApGs o teste maximo realizado no sexto dia da 8% semana de treinamento, os animais foram
sacrificados em 5 momentos do dia: ZTO (07:00 — luzes acesas), ZT4 (11:00 — horéario usual do inicio
do exercicio regular), ZT6 (13:00), ZT 12 (19:00 — luzes apagadas) e ZT18 (01:00). Resultados
expressos em média + epm; * indica p<0,05 para comparagdes entre grupos no mesmo ZT. n=3-
5/grupo/ZT.
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5.3 Efeito da exposicdo aguda ao frio nas respostas térmica e

metabolica e na expressao de genes do reldgio em diferentes horéarios

5.3.1 Caracterizacdo das oscilacbes diarias de temperatura interna, atividade
locomotora espontanea e metabolismo energetico

Durante a coleta de dados para a determinacdo das oscilagdes diarias basais dos
parametros avaliados durante a exposicdo ao frio, a temperatura ambiente dentro da
camara calorimétrica foi mantida em aproximadamente 22 °C (FIG 32, A). A presenca
ritmicidade dos pardmetros avaliados durante a exposi¢do ao frio foi avaliada 48 horas

antes da realizacdo dos experimentos (FIG 32).

Como esperado para animais com habitos noturnos, a temperatura interna (FIG 32, B) e a
atividade locomotora espontanea (FIG 32, C) atingiram o pico no inicio da fase ativa. O
aumento da atividade foi associado com uma maior ingestéo de alimentos e agua (FIG 32,
D e E) e resultou em aumento do consumo de oxigénio (FIG 32, F) e gasto energético
(FIG 32, G). Durante a fase ativa, a utilizacdo do substrato foi deslocada para a oxidacao
de carboidratos, enquanto que, durante a fase de repouso, o metabolismo lipidico foi
predominante, como pode ser observado pela reducdo do RER (FIG 32, H). Os niveis
basais de parametros térmicos, comportamentais e metabdlicos no inicio do nosso
paradigma de resfriamento foram semelhantes aos observados no dia anterior e ambos

apresentaram alteracdes relacionadas ao horario do dia.
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FIGURA 32. Caracterizagio da variacdo diaria de parametros metabdlicos, térmicos e
comportamentais em condi¢cdes constantes de temperatura ambiente. As oscilagcBes diarias da
temperatura ambiente (A), temperatura interna (B), atividade locomotora espontanea (C), ingestdo de
alimentos (D), ingestdo hidrica (E), consumo de oxigénio (F), producdo de calor (G) e taxa de troca
respiratoria (H) foram monitoradas por 24 horas antes dos episddios de exposi¢do ao frio. As areas
sombreadas indicam a fase escura (19:00 as 07:00). Os resultados sdo apresentados como média + epm
(n = 34-50).



63

5.3.2 Efeito da exposicao aguda ao frio em diferentes horarios no balanco energético
Nos horéarios estabelecidos, a temperatura ambiente foi reduzida para 4 °C. A temperatura
ambiente média apos 2 horas de resfriamento foi 4,01 £ 0,07 °C, independentemente da

hora do dia.

Temperatura interna. A temperatura interna foi afetada pela exposi¢do ao frio de uma
forma dependente do horario (FIG 33, A e 34, A). Quando o resfriamento comecou
durante a fase clara (ZT6, 10 e 14), observou-se uma ligeira e transitoria hipertermia
(p<0,001). Curiosamente, durante o protocolo realizado até o ZT18, a temperatura interna
foi mantida elevada apds 120 minutos de frio (p<0,001), atenuando a diminuicéo
geralmente descrita no parametro ap6s a metade da fase escura. Além disso, os protocolos
realizados até ZT2 e ZT22 ndo afetaram a temperatura interna durante o desafio de
exposicdo ao frio. O efeito do horario foi ainda confirmado ap6s a anélise da ASC (FIG

34), que mostrou uma interacdo (p<0,05) com o efeito da exposi¢édo ao frio (p<0,01).

Taxa metabolica. O consumo de oxigénio aumentou durante a exposicdo ao frio
(p<0,0001, FIG 33, B), embora isso fosse independente do horario (FIG 34, B).
Concomitante a redugdo da temperatura ambiente, o VO, aumentou até atingir um estado
estacionario para a taxa metabolica, geralmente ap6s 60 minutos de protocolo (p<0,0001).
Diretamente associado ao aumento da taxa metabdlica, o gasto energético aumentou com

a exposicao ao frio (FIG 33, C) independentemente do horario (FIG 34, C).

Atividade locomotora. Apesar de sua relagdo intrinseca, as mudancas na temperatura
interna ndo foram acompanhadas por uma variagdo correspondente na atividade
locomotora espontdnea de maneira dependente do horario (FIG 35, A e 36, A). A
exposicdo ao frio induziu um aumento da atividade locomotora espontanea (p<0,001) que
interagiu com a duracdo do protocolo apenas nas situagdes realizadas até ZT2, 6, 10 e 14
(p<0,01). De fato, com excecdo do protocolo realizado até o ZT22, a atividade
locomotora espontanea aumentou assim que a temperatura ambiente comecou a cair (FIG
35, A). Apesar do efeito do frio sobre a atividade locomotora espontanea e sua interacdo
com o horario do dia na maioria dos protocolos, essas mudangas ocorreram

independentemente da fase do ciclo claro/escuro (FIG 36, A).

Ingestdo. Com relagdo a ingestdo de alimentos, a exposi¢do ao frio induziu um aumento
no parametro nos ZT6, 10, 14 e 22 (p<0,05) com uma interacdo com a duragao apenas
nos ZT10 e 22 (p<0,01), embora ndo houvesse efeito do horario (FIG 35, B e 36, B). Jaa
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ingestdo de agua ndo foi afetada pela exposi¢éo ao frio, exceto durante 0 ZT10 (p<0,001)
(FIG 35,C e 36, C).

Taxa de troca respiratéria. O quociente respiratorio, indice de prevaléncia de oxidagdo
do substrato, foi reduzido pela interacdo (p<0,01) entre o resfriamento ambiental
(p<0,0001) e a duracdo (p<0,0001) (FIG 37, A e 38, A). A intensidade do efeito foi
dependente de uma interagdo (p<0,001) entre o horario do dia (p<0,05) e a exposi¢do ao
frio (p<0,0001) (FIG 37, A e 38, A).

Oxidacdo de carboidratos e lipidios. A oxidacdo de carboidratos foi distintamente
afetada pela exposicdo ao frio dependendo do horério (Fig. 37, B e 38, B). Um aumento
na oxidacao de carboidratos foi observado apenas durante ZT6 e a primeira hora de ZT14
(p<0,001). Em contraposicao, a oxidacdo de carboidratos diminuiu quando a exposi¢do
ao frio foi iniciada durante a fase escura, especialmente durante os ZT18 e 22 (p<0,05).
Em contraste com a oxidacdo de carboidratos, a exposi¢do ao frio evocou um aumento
consistente na oxidacéo lipidica (FIG 37, C e 38, C). No entanto, a observacdo de que a
ASC foi maior do que as condi¢cdes de controle somente ap6s os ZT10, 14, 18 e 22
(p<0,0001) reforca a ideia de que essa elevacao foi acentuada durante a fase escura (FIG
38, C).
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FIGURA 33. Efeito do resfriamento progressivo da temperatura ambiente em diferentes horarios nos
ajustes térmicos e metabolicos. Os efeitos da exposi¢do ao frio em 6 horérios do dia na temperatura
interna (A), VO2 (B) e as mudancas de gasto de energia (C) foram monitorados durante 2 horas. As
areas sombreadas indicam a fase escura (19:00 as 07:00). Os resultados séo apresentados como média
+ epm. * indica p<0,05 para comparagdes entre grupos no inicio da exposi¢do ao frio. # indica p<0,05
para comparagdes entre grupos no mesmo ZT. n=5-11/grupo/ZT.
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FIGURA 34. Efeito do horario do dia nas respostas térmicas e metabdlicas induzidas pela exposicdo
ao frio. Os efeitos da exposicdo ao frio em 6 horérios do dia na temperatura interna (A), VO2 (B) e as
mudangas de gasto de energia (C) foram representados em fung&o da érea sob a curva (ASC). As barras
brancas correspondem a situagdo de controle, as barras pretas correspondem a exposicdo ao frio. As
areas sombreadas indicam a fase escura (19:00 as 07:00). Os resultados sdo apresentados como média
+ epm. * indica p<0,05 para comparag¢des entre grupos no inicio da exposicdo ao frio. # indica p<0,05
para comparacgdes entre grupos no mesmo ZT. n=5-11/grupo/ZT.
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35. Efeito do resfriamento progressivo da temperatura ambiente em diferentes horarios nos

ajustes comportamentais de locomogdo e ingestdo. Os efeitos da exposicdo ao frio em 6 horarios do dia
na atividade locomotora espontanea (A), ingestdo alimentar (B) e ingestdo hidrica (C) foram
monitorados durante 2 horas. As areas sombreadas indicam a fase escura (19:00 as 07:00). Os
resultados sdo apresentados como média + epm. * indica p<0,05 para comparag@es entre grupos no

inicio da

exposicdo ao frio. # indica p<0,05 para comparagdes entre grupos no mesmo ZT. n=5-

11/grupo/ZT.
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FIGURA 36. Efeito do horario do dia nos ajustes comportamentais induzidas pela exposigdo ao frio.
Os efeitos da exposicdo ao frio em 6 horarios do dia na atividade locomotora espontanea (A), ingestao
alimentar (B) e ingestdo hidrica (C) foram representados em funcdo da area sob a curva (ASC). As
barras brancas correspondem a situacdo de controle, as barras pretas correspondem a exposi¢éo ao frio.
As éreas sombreadas indicam a fase escura (19:00 as 07:00). Os resultados sdo apresentados como
média + epm. * indica p<0,05 para comparac@es entre grupos no inicio da exposi¢do ao frio. # indica
p<0,05 para comparagdes entre grupos no mesmo ZT. n=5-11/grupo/ZT.



69

A 7T10 7T14 7118 7122
11
-o- Controle
-+ Frio
1.0
=
2 09
0.8
0.7
%ﬂ:@ﬂ:@ ﬂ:“@ SASAS SASAS SASSS SAS S
SETES TENTT SNSRI pT N e
0.06
£
K
o 0.04
=
O
7
=
=]
2 0.02
<
=
7
=]
0.00
Q AN D AN D D DN D Q Q AN AN D
SASSS SR IR I ~ I\ SN SN
QT AT A \Q\Q\‘\\‘\\'Xo \h\h\%\%\b \%\%\9\9.\9 ,\}‘»,@,@Q e S
0.025
E 0.020
=
2 0.015 i
2 ####
= 0010
o]
=
2 0.005
23
3 ,&iﬁ:
E 0000
=)
-0.005
Q":@")QQQ Qh,bhgh,bh%h %Q@%QQQ 'Q “:QQQQ@QQ“}QQQ QQﬁQQQﬁQ“Q
SETTE ST FFEEE SIS 06000

Horario do dia (h)

FIGURA 37. Efeito do resfriamento progressivo da temperatura ambiente em diferentes horarios na
oxidagdo de substratos energéticos. Os efeitos da exposicao ao frio em 6 horérios do dia no quociente
respiratorio (A), na oxidacdo de carboidratos (B) e na oxidacdo de lipidios (C) foram monitorados
durante 2 horas. As areas sombreadas indicam a fase escura (19:00 as 07:00). Os resultados sdo
apresentados como média + epm. * indica p<0,05 para compara¢cdes entre grupos no inicio da
exposicao ao frio. # indica p<0,05 para comparac8es entre grupos no mesmo ZT. n=5-11/grupo/ZT.
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FIGURA 38. Efeito do horario do dia na oxidacao de substratos energéticos durante exposicao ao frio.
Os efeitos da exposicdo ao frio em 6 horérios do dia no quociente respiratério (A), na oxidacdo de
carboidratos (B) e na oxidacdo de lipidios (C) foram representados em funcdo da area sob a curva
(ASC). As barras brancas correspondem a situacdo de controle, as barras pretas correspondem a
exposicdo ao frio. As areas sombreadas indicam a fase escura (19:00 as 07:00). Os resultados sdo
apresentados como média + epm. * indica p<0,05 para compara¢Bes entre grupos no inicio da
exposicao ao frio. # indica p<0,05 para comparagdes entre grupos no mesmo ZT. n=5-11/grupo/ZT.
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5.3.3 Efeito da exposicdo aguda ao frio em diferentes horarios do dia na expressao
de genes do relogio

A expressdo de mRNA de genes de relogio (BMAL-1, CLOCK, PER1, PER2, CRY1 e
CRY?2) e de genes controlados pelo reldgio (DBP e REV-ERB) foi investigada tanto no
musculo esquelético soleo (FIG 39) quanto no tecido adiposo marrom (TAM) (FIG 40).

Conforme esperado, no musculo séleo (FIG 39), o horéario do dia afetou a expressao de 6
dos 8 genes relacionados ao reldgio (BMAL-1, PER1, PER2, CRY1, DBP e REV-ERBw)
(p<0,001). Os picos de expressdao nos genes da alga negativa (PER1, PER2 e CRY1)
observados na fase escura e nos genes da algca positiva (BMAL-1) e da dos genes
controlados pelo reldgio (DBP e REV-ERBa) observados na fase clara correspondem ao
descrito na literatura. No TAM (FIG 40), o horério do dia afetou 5 dos 8 genes
relacionados ao reldgio (BMAL-1, PER2, CRY1, DBP e REV-ERBa) (p<0,001). Os
picos de expressao dos genes da alca positiva (BMAL-1) e negativa (PER2 e CRY1), bem
como dos genes controlados pelo relégio (DBP e REV-ERBa) também correspondem ao

descrito na literatura.

No musculo séleo (FIG 34), a exposicdo ao frio aumentou a expressdo em metade dos
genes relacionados ao relégio avaliados no musculo séleo (p<0,001), especificamente,
aqueles genes que constituem a alca negativa do relégio molecular (PER1, PER2, CRY1
e CRY2). Dos genes afetados pelo frio, PER2, CRY1 e CRY2 apresentaram uma
interacdo entre o efeito da exposicdo aguda ao frio e o horario do dia (p<0,05). Nesses
casos, a maior expressao dos genes em resposta ao frio foi observada no ZT 10 (PER2 e
CRY?2) e ZT 18 (CRY1). Por outro lado, REV-ERBa, apesar de ndo apresentar um efeito
evidente da exposicdo ao frio, demonstrou uma interacdo da exposi¢do aguda ao frio com
0 horério do dia (p<0,05). De fato, a expressdo de mRNA de REV-ERBua foi atenuada

pela exposicao ao frio em todos os horarios avaliados, exceto o ZT 6.

No TAM (FIG 40), a exposicdo ao frio afetou 7 dos 8 genes relacionados ao relégio
(BMAL-1, CLOCK, PER1, PER2, CRY1, CRY2 e DBP) (p<0,01). A expressdo dos
genes da alga positiva (BMAL-1 e CLOCK) e da negativa (PER1, PER2, CRY1 e CRY?2)
aumentou em resposta ao frio, excecdo ao gene regulado pelo relégio DBP, cuja
expressdo foi atenuada pela exposicdo ao frio. Por outro lado, o horario do dia pouco
afetou o efeito do frio na expresséo desses genes, uma vez que apenas DBP e REV-ERBa
apresentaram uma interacdo entre os dois fatores avaliados (p<0,01). De fato, com
excecgdo do protocolo realizado em ZT6, a expressdo de DBP e REV-ERBua foi atenuada

pela exposicao ao frio, sobretudo apdés o ZT10 (p<0,0001).
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FIGURA 39. Efeito da exposicdo ao frio em diferentes horarios na expressdo génica do reldgio
biolégico no musculo séleo. Os efeitos da exposicéo ao frio em 6 horarios do dia na expressdo de genes
do relégio (BMAL-1, CLOCK, PER1, PER2, CRY1 e CRY2) e controlados pelo reldgio (DBP e REV-
ERBo) foram representados para o musculo sdleo. As barras brancas correspondem a situagdo de
controle, as barras pretas correspondem a exposigéo ao frio. As areas sombreadas indicam a fase escura
(19:00 as 07:00). Os resultados sdo apresentados como média + epm. * indica p<0,05 para
comparacles entre grupos no inicio da exposicdo ao frio. # indica p<0,05 para comparagdes entre
grupos no mesmo ZT. n=5-7/grupo/ZT.
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FIGURA 40. Efeito da exposicdo ao frio em diferentes horéarios na expressdo génica do reldgio
bioldgico no tecido adiposo marrom (TAM). Os efeitos da exposi¢cdo ao frio em 6 horérios do dia na
expressdo de genes do reldgio (BMAL-1, CLOCK, PER1, PER2, CRY1 e CRY?2) e controlados pelo
relégio (DBP e REV-ERBa) foram representados para 0 TAM. As barras brancas correspondem a
situacdo de controle, as barras pretas correspondem a exposicao ao frio. As areas sombreadas indicam a
fase escura (19:00 as 07:00). Os resultados séo apresentados como média + epm. * indica p<0,05 para
comparagdes entre grupos no inicio da exposi¢do ao frio. # indica p<0,05 para comparagdes entre
grupos no mesmo ZT. n=5-7/grupo/ZT.
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5.3.4 Efeito da exposicdo aguda ao frio em diferentes horarios do dia na expressao
de genes envolvidos no controle do metabolismo no musculo esquelético e no tecido
adiposo marrom

No mausculo séleo, avaliou-se a expressdo de 23 genes direta ou indiretamente
relacionados com o metabolismo ou equilibrio térmico (FIG 41 e TAB A do Anexo).
Genes que participam diretamente de atividades com regulacdo circadiana apresentaram
variagoes ao longo do dia (PGC1-a, PPAR-0, HSP90, UCP3, CPT1-a, GLUT4 e ADR-
B2) (p<0,05). Por sua vez, a exposi¢do ao frio exerceu efeitos significativos na expressao
de 17 dos 23 genes investigados. Genes diretamente envolvidos com o metabolismo de
lipidios (LPL, HSL, CPT1l-a e PPAR-0) ou indiretamente (GR) apresentaram efeito
marcante do frio em ZT 10 (p<0,001). Durante a fase escura observou-se o aumento de
expressdo de GLUT4, CD36 e HSP90, sobretudo no ZT 18 (p<0,05). A expressdo dos
genes PGC1-a ¢ ADRPB2 aumentou de forma marcante nos ZTs 10, 14 e 18, sobretudo na
fase escura (p<0,01). A expressao de AMPK aumentou apenas no ZT 10 e 18 (p<0,01).

No TAM, avaliou-se a expressao de 18 genes direta ou indiretamente relacionados com o
metabolismo ou equilibrio térmico (FIG 42 e TAB B do Anexo). Genes que participam
diretamente de atividades com regulagéo circadiana apresentaram variacdes ao longo do
dia (PGC1l-a, PPAR-a, UCP1, CIRP, AMPK e HSL) (p<0,05). A exposicdo ao frio
aumentou a expressdo de 11 dos 18 genes avaliados no TAM (CREB, PGC1-a, HSP90,
UCP1, CPT1-B, AMPK, CD36, GLUT4, HSL, LPL e ACC1) e reduziu a expressao de
CIRP e¢ ADRP3. Apenas 3 dos 18 genes afetados pelo frio mostraram interagdo
significativa entre exposicao ao frio e horario do dia (PGC1-a, HSP90, CIRP). De fato,
em resposta ao frio, a expressao de PGC1-o aumentou de forma marcante durante a fase
clara do ciclo (p<0,001). J& a expressdo de HSP90 foi acentuada nos ZTs 6, 10 e 14
(p<0,001). Por sua vez, a expressdo de CIRP foi reduzida nos ZTs 10 e 14 (p<0,05).
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FIGURA 41. Efeito da exposi¢do ao frio em diferentes horarios na expressdo génica no musculo séleo.
Os efeitos da exposi¢do ao frio em 6 horarios do dia na expressdo de genes de interesse foram
representados para 0 musculo s6leo. As barras brancas correspondem a situacdo de controle, as barras
pretas correspondem a exposi¢do ao frio. As areas sombreadas indicam a fase escura (19:00 as 07:00).
Os resultados séo apresentados como média + epm. # indica p<0,05 para comparac¢des entre grupos no
mesmo ZT. n=5-7/grupo/ZT. Para CREB, PGC1-B, PPAR-y, UCP2, CIRP, CPT1-B, NAMPT-1,
FOXO-1, ACC2, mTOR ¢ CAMK2a, ver Tabela A do Anexo.
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FIGURA 36. Efeito da exposicéo ao frio em diferentes horarios na expressdo génica no tecido adiposo
marrom (TAM). Os efeitos da exposi¢do ao frio em 6 horarios do dia na expressdo de genes de
interesse foram representados para 0 TAM. As barras brancas correspondem a situacdo de controle, as
barras pretas correspondem a exposicdo ao frio. As areas sombreadas indicam a fase escura (19:00 as
07:00). Os resultados sdo apresentados como meédia + epm. # indica p<0,05 para comparagdes entre
grupos no mesmo ZT. n=5-7/grupo/ZT. Para CREB, PGC1-B, PPAR-a, PPAR-y, ACC1 e ACC2, ver

Tabela B do Anexo.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que o exercicio fisico, aguda ou cronicamente, influencia
0 sistema circadiano de controle temporal modulando perifericamente a atividade de
genes do relégio no masculo gastrocnemio e promovendo ajustes na variagdo diaria de
atividade monoaminérgica basal em areas diretamente envolvidas no controle da
temperatura interna. Além disso, a exposicdo ao frio afeta de maneira tecido-especifica a
expressdo de genes do relégio e genes controlados pelo relégio no musculo séleo e no
tecido adiposo marrom. Adicionalmente, demonstrou-se que essas especificidades em
nivel molecular sdo acompanhadas por modificagdes na utilizacdo de substratos
energéticos, sobretudo quando o resfriamento ocorre durante a fase clara do ciclo
claro/escuro, caracterizando a importancia do horario do dia e do proprio reldgio interno

como fator determinante da intensidade dos ajustes metabolicos ao ambiente frio.

6.1 Efeito do exercicio agudo no balanco térmico circadiano e na

expressdo dos genes do relogio

6.1.1 A concentracdo de corticosterona é dependente da carga de trabalho em
resposta ao exercicio

A realizagdo de exercicio fisico em esteira constitui um desafio multifatorial para a
homeostase. No presente trabalho, demonstrou-se que o tipo de exercicio de corrida em
esteira (subméximo ou progressivo) e a carga de trabalho realizado afetam a concentracéo
de corticosterona circulante. Conforme observado, animais que realizaram exercicio com
carga constante a 40% ou 70% da sua velocidade maxima apresentaram concentracbes
plasmaticas de corticosterona diretamente proporcionais a carga de trabalho. Em
contrapartida, animais submetidos a teste de exercicio progressivo até a fadiga
apresentaram concentracao de corticosterona plasmatico sem uma relagdo de dependéncia

com a carga de trabalho.

As diferencas na concentracdo de corticosterona em resposta as diferentes intensidades e
tipos de exercicio de corrida em esteira evidenciam diferentes formas de ativacdo do
sistema nervoso central em resposta ao exercicio. Em resposta ao estimulo psicofisico
com potencial estressor representado pelo exercicio fisico, o sistema nervoso central
promove uma série de ajustes dindmicos em diversos sistemas fisiologicos (Noakes,
2011). Dessa forma, proporcionalmente ao desafio induzido pelo estimulo, ocorre ndo

apenas um aumento de taxa metabolica, da frequéncia cardiaca, da pressdo de perfuséo,
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da temperatura interna e cutanea, mas também uma redistribuicdo do aporte sanguineo

para os sistemas em maior atividade.

O eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal participa diretamente nesse sistema complexo
(Mastorakos et al., 2005; Soya et al., 2007; Yanagita et al., 2007; Stranahan et al., 2008;
Campbell et al., 2009; Barna et al., 2012; Sasaki et al., 2016). Quanto maior a intensidade
de um estimulo, maior seria a atividade de neurénios CRH do nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN), o que resultaria em maior secre¢do de ACTH pela hipdfise anterior e,
consequentemente, em maior liberagdo de corticosterona para modular tanto a atividade
metabdlica sistémica, quanto a atividade neural no proprio SNC (Soya et al., 2007;
Campbell et al., 2009; Barna et al., 2012; Machado et al., 2016; Sasaki et al., 2016).

Apesar da caracterizacdo da relacdo de dependéncia entre a concentracdo de
corticosterona e a carga de trabalho para o exercicio de corrida submaximo (40% e 70%)
por 60 minutos, ndo se observou um aumento de corticosterona circulante apés o teste
progressivo. De fato, o teste progressivo inicia com uma velocidade relativa abaixo de
40% do méaximo. Durante exercicio de baixa intensidade, ndo ha liberacdo significante de
ACTH em relacdo a intensidades mais elevadas (Soya et al., 2007). No grupo EPF, o
tempo de exercicio em intensidades altas (acima de 70% do maximo) corresponde a cerca
de 56% do tempo total de exercicio (53 + 3,77 min). Corroborando essa percep¢do, a
concentracdo de corticosterona plasmatica aumentariam apés cerca de 30 — 45 minutos
apos o inicio do exercicio (Pacék et al., 1995). Dessa maneira, a menor duragdo do
exercicio em intensidade superior a 70% representaria uma menor ativacdo cumulativa do
eixo HPA.

Em sintese, os resultados relativos a concentracdo de corticosterona em resposta ao
exercicio reforcam a concepcdo de que a estimulagcdo do eixo HPA depende tanto da

intensidade quanto da duracdo do exercicio.

6.1.2 O efeito do exercicio fisico em PER1 €é inversamente dependente da carga de
trabalho realizado

A ativacdo do eixo HPA decorrente da realizacdo do exercicio fisico com diferente
organizacdo da carga de trabalho poderia contribuir para o potencial sincronizador do
exercicio, uma vez que glicocorticoides influenciam diretamente a atividade do reldgio
bioldgico (Edgar e Dement, 1991; Edgar et al., 1997; Atkinson et al., 2007; Otawa et al.,
2007; Harrington, 2012; Hughes e Piggins, 2012; Schroeder et al., 2012; Wolff e Esser,
2012; Pastore e Hood, 2013; Pendergast et al., 2014; Mayeuf-Louchart et al., 2015;
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Sasaki et al., 2016; Tahara et al., 2017). Dessa forma, avaliou-se a expresséo do gene do
relégio - PER1 — em dois tecidos potencialmente ativos durante a atividade fisica: as
adrenais, como fonte primaria de corticosterona e 0 musculo esquelético gastrocnemio,

essencial para o exercicio de corrida em esteira.

Nas adrenais, a transcricdo de PER1, expressa em termos de quantidade de mRNA
encontrada na amostra, ndo foi alterada em nenhum dos modelos de exercicio
empregados (E40%, E70% e EPF). De fato, ndo foram encontradas correlagGes entre a
expressdo de PER1 tanto com os componentes da carga de exercicio quanto com a
concentracdo de corticosterona em reposta ao estimulo. As adrenais estdo sob o controle
direto do SCN por meio de eferéncias autonémicas na regido sub-PVN e indireto, por
meio da modulacdo indireta da atividade dos neurdnios CRH do PVN, controlando a
liberacdo de ACTH e, consequentemente, de corticosterona (Mastorakos et al., 2005).
Durante o exercicio submaximo, observou-se um aumento de corticosterona dependente
da carga de trabalho, intensidade e volume do exercicio, possivelmente refletindo uma
maior atividade secretora da glandula adrenal. Com base nos relatos encontrados na
literatura demonstrando a susceptibilidade do relégio molecular das adrenais a regulacao
noradrenérgica e por corticosterona e ACTH (Kalsbeek et al., 2003; Otawa et al., 2007;
Campbell et al., 2009; Sasaki et al., 2016), trabalhou-se com a hipdtese de que o exercicio
agudo promoveria alteracdes no nucleo do componente molecular do relégio das adrenais.
Entretanto esse efeito ndo foi observado, o que sugere uma resiliéncia da fase do rel6gio

interno das adrenais imediatamente apds a realizagdo do exercicio de corrida em esteira.

O presente estudo revelou que em resposta ao exercicio, a transcricdo de PER1 no
musculo gastrocnémio (essencial para atividade de corrida) foi inversamente proporcional
a carga de trabalho realizado em cada protocolo de exercicio. Em contrapartida, a
expressdao de mRNA foi maior na situacdo em que os animais foram mantidos na esteira

sem que essa fosse ligada para a realizagdo do exercicio fisico.

A musculatura esquelética exerce papel central na pratica de qualquer atividade fisica. A
regulacdo circadiana da atividade locomotora esponténea e, consequentemente, dos ciclos
de sono e vigilia ocorre por meio de um complexo sistema abarcando tanto componentes
centrais, quanto periféricos (Hughes e Piggins, 2012). Centralmente, projecdes do tronco
encefalico (sobretudo da Rafe), do hipotalamo lateral e do ramo intergeniculado lateral,
para 0 SCN, modulam a atividade do relogio central. Consequentemente, a corrida em
esteira, como manifestacdo de atividade locomotora, poderia constituir informacéo

temporal interpretada pelo sistema e retransmitida para outros componentes.
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Tanto a exposi¢do do animal a esteira quanto o proprio exercicio poderiam induzir
mudancas de fase imediatas na regulacdo da transcricdo de PER1. A realizacdo do
exercicio poderia modular a atividade do gene de uma maneira dependente da intensidade
do esforco (Freyssenet, 2007; Nickerson et al., 2007; Zhang et al., 2009; Wolff e Esser,
2012; Pastore e Hood, 2013; Schroder e Esser, 2013; Woldt et al., 2013; Dyar et al.,
2015; Mayeuf-Louchart et al., 2015; Yamanaka et al., 2016; Aoyama e Shibata, 2017).
Dessa forma, com o presente trabalho, demonstrou-se que a expressdo de mRNA de
genes do relégio em um musculo em maior atividade durante o exercicio de corrida em
esteira é afetada pela intensidade da atividade fisica. Tal resultado reforca o potencial do
exercicio como agente sincronizador de componentes periféricos do sistema circadiano de
controle temporal. De fato, essa foi a primeira vez em que se demonstrou um efeito
imediato do exercicio fisico no reldgio endégeno muscular, uma vez que estudos
anteriores demonstraram efeitos crénicos do treinamento fisico ou da atividade fisica

regular na fase de genes do relégio.

6.1.3 As alteracOes da relacdo entre atividade locomotora espontéanea e temperatura
interna apds o exercicio resultam do processo de recuperagao

Tendo em vista o observado em relacdo a transcri¢do dos genes do relégio na musculatura
em maior atividade durante o exercicio, buscou-se avaliar se tais alteracbes moleculares
poderiam ser acompanhadas por mudancgas na atividade locomotora espontanea e na
temperatura interna. Os resultados do presente estudo demonstraram um descompasso
transitorio, restrito aos dias nos quais 0s protocolos de exercicio fisico eram realizados,

entre as varidveis em resposta a realizacdo do exercicio fisico em esteira.

Em resposta ao exercicio, houve um aumento de temperatura interna induzida pela maior
producdo de calor decorrente das contracdes musculares. Esse aumento de temperatura
interna poderia atuar localmente no musculo esquelético em atividade durante o exercicio
sinalizando para o rel6gio molecular a necessidade de um reajuste de fase, em funcéo do
aumento dos niveis de atividade fisica. Entretanto, essa hipdtese ndo péde ser diretamente
comprovada com o presente protocolo de exercicio agudo. No entanto, a aparente inibicao
da inducéo de transcricdo de PER1 induzida pela introdugdo ao novo ambiente (protocolo
de repouso em esteira) pela intensidade do exercicio fisico, fornece importantes indicios
de interacdo entre sinais térmicos e o reldgio biolégico muscular. Por analogia, a
hipertermia possivelmente induzida pelo exercicio contribuiria para a inibicdo da

transcricdo de PER1.
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Em geral, o aumento circadiano de PER1 ocorre durante a fase de atividade do animal, a
noite (Balsalobre, 2002; Brown et al., 2002; Cailotto et al., 2009; Buhr et al., 2010;
Tamaru et al., 2011; Schroeder et al., 2012; Wolff e Esser, 2012; Gerhart-Hines et al.,
2013; Westfall et al.,, 2013; Dyar et al., 2014). Nessa fase, ocorre 0 aumento
concomitante de atividade locomotora, taxa metabolica e temperatura interna. Esse
aumento de temperatura sinalizaria a fase do sistema circadiano para os tecidos
periféricos, aumentando os niveis de PER em diversos modelos experimentais (Brown et
al., 2002; Rensing e Ruoff, 2002; Buhr et al., 2010; Tamaru et al., 2011; Saini et al.,
2012; Gerhart-Hines et al., 2013; Sladek e Sumova, 2013; Kidd et al., 2015; Gotic e
Schibler, 2017). Demonstrou-se que culturas de pulméo e hipdfise de camundongos
PER2::luc podem ser sincronizadas tanto pela oscilagdo circadiana de temperatura interna
quanto por pulsos de hipertermia de até 38,5 °C (Buhr et al., 2010). Observacao
semelhante foi encontrada em culturas de fibroblastos e de hepatdcitos submetidos a
diferentes ciclos de temperatura na faixa de oscilacdo circadiana (Brown et al., 2002;
Tamaru et al., 2011; Saini et al., 2012; Sladek e Sumova, 2013; Gotic e Schibler, 2017).
Interessante notar que, em ambos os trabalhos, a acréfase de mMRNA de PER2 ocorreria na
primeira metade da fase escura/ativa e, aparentemente, seria responsiva a inversdo de
ciclos de temperatura. Logo, no presente estudo, inibicdo da expressdéo de PER1
dependente da intensidade do exercicio de corrida em esteira poderia resultar em um

primeiro reajuste do reldgio muscular em resposta ao aumento de atividade fisica.

Se, por um lado, a resposta local observada no musculo esquelético poderia estar
relacionada diretamente com sinais periféricos de aumento de temperatura e maior
demanda metabdlica, potencialmente desencadeando um desacoplamento de fase do
relégio molecular muscular em relacdo ao central, por outro lado, o processo de
desacoplamento entre temperatura interna e atividade locomotora espontanea deveria ser
avaliado sob uma perspectiva da regulacdo homeostatica central que se sobrepfem a
mecanismos circadianos. A adog¢do de estratégias que favorecem a perda de calor ap6s o
exercicio fisico demanda uma regula¢do a médio prazo para produzir o efeito de reducéo
da temperatura interna. Essas estratégias constituem elementos de regulacdo homeostatica
que se sobrep6em aos mecanismos de ajuste circadianos. Nesse sentido, foi demonstrado
que o horario do dia pouco influencia o processo de perda de calor 30 minutos apés o
exercicio progressivo até a fadiga. Dessa forma, sugere-se que o desacoplamento

(estimado por meio da comparagéo entre as restas de regressao linear para cada dia de
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andlise) observado entre os dois parametros resulta do processo de recuperacdo apos o

exercicio fisico.

Em sintese, as alteracfes observadas na temperatura interna nas 6 horas subsequentes ao
exercicio ndo foram acompanhadas por alteragdes nos niveis de atividade locomotora.
Esses resultados corroboram a ideia de manutencédo da fase do reldgio central em resposta
ao exercicio agudo. Logo, centralmente, o exercicio agudo mascararia o ritmo bioldgico.
Em contrapartida, perifericamente, com a observacdo de um efeito do exercicio na em um
dos componentes do relégio biolégico molecular na musculatura esquelética, pode-se
sugerir que, agudamente, o exercicio promoveria um desarranjo transitorio de fases
dentro do sistema circadiano. Dessa forma, reforca-se o papel do exercicio como
zeitgeber autbnomo para o sistema e seu potencial estratégico para agdes ndo

farmacoldgicas de regulagdo dos seus componentes periféricos.

6.2 Efeito do treinamento fisico na variacdo diaria da expressdo dos

genes do reldgio, corticosterona, catecolaminas e do balango térmico

O experimento 2 mostrou que o treinamento fisico realizado durante a fase clara
provocou alteracdes em diversos niveis do sistema circadiano de controle temporal. A
pratica regular de exercicios fisicos de intensidade moderada/alta alterou o balanco
térmico diério, expresso em funcdo da relagdo entre atividade locomotora espontanea e
temperatura interna. Se, por um lado, o treinamento fisico aumentou a atividade
locomotora, sobretudo na fase escura, pelo outro, a despeito dos episodios hipertérmicos
induzidos pelas sessbes de treinamento, a temperatura interna didria média permaneceu
inalterada. Tal alteragdo no balango diario entre atividade locomotora espontanea e
temperatura interna sugere um novo estado de equilibrio no sistema circadiano de

controle temporal.

De fato, pela primeira vez, observou-se que o treinamento fisico afetou tanto a atividade
diaria monoaminérgica no sistema nervoso central quanto a variacdo diaria do gene do
relogio PER1 na musculatura esquelética. Perifericamente, no musculo gastrocnémio,
observou-se um segundo pico de PER1 no inicio da fase clara, indicando um reajuste do
relogio biolégico. Centralmente, o treinamento fisico promoveu diferentes mudangas em
regides relacionadas ao controle motor, a regulacdo de temperatura e a resposta a desafios
a homeostase. Em conjunto, tais alteracdes apontam na dire¢cdo de descompasso entre
adaptacdes temporais do sistema circadiano e adaptagdes homeostaticas, normalmente

benéficas, desencadeadas pelo treinamento fisico.
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6.2.1 O treinamento fisico promove altera¢6es no balanco térmico diario

O treinamento fisico desencadeia alteraces reconhecidas no sistema de controle de
temperatura e do metabolismo energético (Thompson et al., 2001; Smith e Zigmond,
2003; Pastore e Hood, 2013; Santiago et al., 2016). Via-de-regra, 0 aumento do
desempenho fisico é acompanhado por melhoras na eficiéncia energética e também na
capacidade termorregulatdria (Gleeson, 1998; Thompson et al., 2001; Smith e Zigmond,
2003; Campbell et al., 2009; Michelini e Stern, 2009; Pastore e Hood, 2013; Santiago et
al., 2016). No presente trabalho, 0 modelo empregado de treinamento foi adequado tanto
para aumentar o desempenho fisico quanto para aprimorar o balanco térmico, uma vez
que a taxa de acumulo de calor durante o exercicio progressivo até a fadiga e a perda de
calor corporal durante a recuperacdo do exercicio progressivo foram aperfeicoadas apos 8

semanas de treinamento.

As alteracbes no balanco térmico diario, independentes das sessdes de exercicio
propriamente ditas, reforcam a ideia de adaptacdo na eficiéncia térmica. Tanto a
capacidade de dissipar calor quanto a eficiéncia termorregulatéria parecem ter sido
afetadas pelo programa de 8 semanas de treinamento. Primeiramente, conforme
observado ao longo da 8* semana de treinamento, nos momentos imediatamente
anteriores as sessdes de exercicio, a temperatura da pele da cauda elevou-se, o que
sinalizaria o inicio da sessdo de treinamento. Adicionalmente, a relagdo entre atividade
locomotora espontanea e temperatura interna foi aumentada durante a fase escura do ciclo
claro/escuro, sugerindo uma reducdo do “custo energético” da atividade locomotora
espontanea (Machado et al., 2015; Machado et al., 2016). Dessa forma, a repeticdo da
pratica de exercicios fisicos nos mesmos horarios desencadearia tanto adaptacoes
temporalmente delimitadas quanto adaptacdes gerais nos sistemas de controle de
temperatura e fornecimento energético, preparando o individuo para desempenhar uma

atividade regular com horario determinado que tenha sido incorporada a seu cotidiano.

Nesse sentido, foi interessante constatar que, a despeito dos episddios de hipertermia
induzida pelo exercicio fisico, a variagdo diaria da temperatura interna permaneceu
estavel ao longo da 82 semana de treinamento. Esse resultado confirma a importancia da
estabilidade do ritmo de temperatura interna para a manutencdo da homeostase (Webb,
1995; Briese, 1998; Romanovsky, 2007; Morrison e Nakamura, 2011). Na presenca de
um ciclo regular de claro/escuro, o ritmo de temperatura interna dificilmente seria afetado
por um agente sincronizador secundario (Wachulec et al., 1997; Salgado-Delgado et al.,
2008; Kalsbeek, Liu, et al., 2012; Sasaki et al., 2016). O ciclo claro/escuro, predominante
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para o sistema circadiano de mamiferos em geral, proporciona um sinal temporal que
mascara alteragfes potenciais em efetores gerais do sistema circadiano, como a
temperatura interna. Exposicdes agudas a agentes sincronizadores secundarios em
horéarios inadequados ou ndo usuais, poderiam afetar o sistema em niveis distintos,
dependendo da relacdo entre o estimulo e a funcdo bioldgica estimulada. Nesse sentido, a
atividade locomotora espontanea na caixa (avaliada no presente trabalho), parece ser mais
reativa a procedimentos que envolvam um aumento da atividade fisica geral (Edgar e
Dement, 1991; Wachulec et al., 1997; Salgado-Delgado et al., 2008; Salgado-Delgado,
Angeles-Castellanos, et al., 2010; Harrington, 2012; Kalsbeek, Liu, et al., 2012;
Schroeder et al., 2012; Wolff e Esser, 2012; Pastore e Hood, 2013; Pendergast et al.,
2014; Ramkisoensing e Meijer, 2015; Yasumoto et al., 2015; Sasaki et al., 2016).

Em contrapartida a estabilidade da variagdo diaria de temperatura interna, no presente
trabalho, observou-se um aumento da atividade locomotora espontanea em resposta ao
treinamento, sobretudo na fase de atividade dos animais. Esse aumento de atividade
ocorreu independentemente de alteragfes na quantidade de alimento ingerido em cada
fase do ciclo claro/escuro ou na temperatura interna, como discutido anteriormente.
Durante a segunda metade da fase escura do ciclo, a atividade locomotora espontanea foi
maior nos animais treinados. Esse aumento de atividade locomotora espontanea
representaria uma redistribuicdo temporal do padréo de ingestdo alimentar, em resposta a
maior demanda energética estabelecida pela regularidade do programa de treinamento.
Observagdes semelhantes tém sido observadas em modelos de sincronizacéo do relégio
biolégico diferentes do empregado no presente trabalho (Salgado-Delgado et al., 2008;
Salgado-Delgado, Angeles-Castellanos, et al., 2010; Salgado-Delgado, Nadia, et al.,
2010; Angeles-Castellanos et al., 2011; Pendergast et al., 2014). Definindo dois episodios
de busca e consumo de alimentos ao longo da fase escura, o atenderia a demanda elevada
durante o inicio da fase de repouso. Em condi¢fes regulares, os animais buscam o
alimento nos momentos iniciais da fase escura, resultando em um estado prolongado de
jejum no momento da sessdo de exercicio (ZT4-6). Com a regularidade do ciclo, o
sistema se reajustaria para atender as caracteristicas temporais do ambiente da forma mais

eficiente possivel, com menores disturbios para a homeostase.

A alteracdo na atividade locomotora espontanea poderia refletir uma alteracdo no padrao
temporal de ingestdo alimentar, como afirmado anteriormente, e a alteragcdo na relagéo
entre atividade locomotora espontanea e a temperatura interna pelo treinamento poderia

fortalecer essa hipdtese. De fato, na segunda metade da fase escura, independentemente
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de alteragBes na temperatura interna, a relacdo entre as varidveis permaneceu elevada.
Uma maior relagdo atividade locomotora/temperatura interna sugere um menor efeito da
atividade locomotora espontanea na temperatura interna. Entretanto, em sistemas de
registro de telemetria ou mesmo em ambientes de monitoramento independente dessas
variaveis, episodios de ingestdo alimentar encontram-se associados a episddios de
aumento de atividade locomotora, o que dificulta a caracterizacdo desse efeito com 0s
procedimentos utilizados no presente estudo (Virtue et al., 2012; Abreu-Vieira et al.,
2015). No presente experimento, esse aparente descompasso entre atividade locomotora
espontanea e temperatura interna poderia ser atribuido tanto a maior eficiéncia energética
do sistema, resultando em maiores niveis de atividade locomotora espontanea para um
mesmo nivel de temperatura interna, quanto a redistribuicdo do padrdo temporal de

ingestdo alimentar.

6.2.2. O treinamento fisico promove altera¢Ges na expressdao de genes do relégio no
musculo esquelético

O treinamento fisico durante a fase clara promoveu um desequilibrio em um dos
componentes do reldgio biologico (PER1) na musculatura esquelética. Ao término das 8
semanas de treinamento, os animais treinados apresentaram dois picos na expressédo de
PER1. Normalmente, este componente central da al¢a negativa do mecanismo candnico
do relogio biolégico molecular apresenta um pico no inicio da fase escura (ZT12),
encontrado em ambos 0s grupos. Entretanto, no grupo treinado, um novo pico foi
identificado no inicio da fase clara (ZT0). Usualmente, o aumento de PER1 e PER2 esta
associado a momentos de atividade de um sistema, normalmente durante a fase ativa do
ciclo de repouso/atividade. No presente modelo experimental, os episodios de aumento de
atividade locomotora espontanea observados durante a segunda metade da fase escura
poderiam desencadear alteracdes na expressdo de PER1 na musculatura esquelética como
forma de promover reajustes no reldgio periférico. Nesse sentido, o reldgio periférico
sinalizaria a ocorréncia de um fenbmeno com alta demanda energética, como seria 0 caso
da sessdo de treinamento. Tal hipoOtese ganharia respaldo ao ser comparada com o
resultado encontrado na situacdo experimental 1, em que animais ndo treinados
realizaram exercicio ou permaneceram na esteira durante 0 mesmo horéario da sessdo de
treinamento. Naquele experimento observou-se que a exposicdo de ratos a esteira
desencadeou um aumento na expressao de PER1 e que esse aumento na transcrigdo de
PER1 foi atenuado ou inibido pelo exercicio de corrida em esteira. Em conjunto com os

dados obtidos em condi¢des basais nos animais treinados, percebe-se que a al¢a negativa
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de retroalimentacdo do relégio bioldgico muscular estaria parcialmente associada a um

mecanismo de antecipacdo a momentos de maior atividade locomotora.

Tal sinalizacdo temporal poderia estar vinculada a episodios de aumentos na secrecao de
corticosterona, uma vez que glicocorticoides sdo potentes agentes enddgenos de
modulacdo da atividade do reldgio biologico periférico (Balsalobre et al., 2000;
Balsalobre, 2002; Otawa et al., 2007; Stranahan et al., 2008; Campbell et al., 2009; So et
al., 2009; Chung et al., 2011; Kalsbeek, Van Der Spek, et al., 2012; Sasaki et al., 2016) e,
como observado no experimento 1, podem ser secretados durante atividade de corrida em
esteira com duracdo e intensidade acima de 70% do méaximo. De fato, Sasaki e
colaboradores (2016) demonstraram que o exercicio for¢ado, na roda ou esteira, na fase
de repouso promove avancos de fase em tecidos periféricos e nos niveis de corticosterona.
Esses autores também demonstraram que os efeitos periféricos seriam dependentes da
acdo conjunta da corticosterona e da sinalizacdo noradrenérgica (Sasaki et al., 2016). Em
consonancia com trabalhos anteriores, observou-se que tais alteracbes ocorreram
independentemente da acdo do SCN (Schroeder et al., 2012; Wolff e Esser, 2012;
Yamanaka et al.,, 2016). Entretanto, no presente trabalho, a variagdo diaria de
corticosterona ndo foi afetado pelo programa de treinamento empregado.
Consequentemente, esse reajuste temporalmente delimitado na expressdo de PER1 no
relégio muscular esquelético ocorreria mediante adapta¢des na atividade de regiGes do
SNC que participariam do controle motor e do balanco energético. Avaliado em conjunto
com experimentos de outros grupos, poder-se-ia supor que o processo de adaptacdo do
relogio periférico ocorre inicialmente com a participagdo da corticosterona e a
manutencdo do estimulo de natureza ciclica, com a predominancia de um componente
neural. Nesse sentido, é importante notar que, apesar de apresentarem hiperatividade do
eixo HPA (secrecdo de corticosterona em resposta & infusdo de ACTH) nas primeiras
semanas de treinamento, ao término das 8 semanas de treinamento, a reatividade do eixo
HPA encontrava-se restaurada em ratos submetidos a roda de atividade por 8 semanas
(Otawa et al., 2007; Campbell et al., 2009; Yasumoto et al., 2015). De fato, os niveis de
corticosterona circulante constituem apenas um dos componentes de sinalizacdo de fase
sob controle da atividade do marca-passo central do sistema circadiano (Kalsbeek, Van
Der Spek, et al., 2012).

Atividade locomotora espontanea (Hughes e Piggins, 2012) e a temperatura interna
(Brown et al., 2002; Buhr et al., 2010; Saini et al., 2012; Chappuis et al., 2013; Gerhart-
Hines et al., 2013; Sladek e Sumova, 2013; Lee et al., 2016; Gotic e Schibler, 2017) séo
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agentes sincronizadores com forte componente enddgeno. No presente trabalho, a
despeito dos episodios de hipertermia associados as sessdes de treinamento, 0s niveis
basais de temperatura interna e corticosterona nao foram alterados pelo programa de
treinamento. A atividade locomotora, sob influéncia do SCN, estd funcionalmente
associada com a atividade da musculatura esquelética (Schaap e Meijer, 2001; Houben et
al., 2009; Hughes e Piggins, 2012). Consequentemente, as alteracbes observadas na
atividade locomotora espontanea e na expressdo de PER1 apontariam para um provavel
reajuste diario no sistema de sinalizacdo temporal muscular, diretamente afetado pelo

treinamento fisico durante a fase de repouso.

Considerados conjuntamente, os resultados obtidos reforcam a hipotese de que o
treinamento fisico promove alteragdes no balango energético e térmico durante o
exercicio, favorecendo o aumento no desempenho fisico. Além disso, ao ser realizado
durante a fase clara, o treinamento fisico desencadearia adaptagdes comportamentais em

resposta aos novos habitos determinados pela imposicao de uma nova rotina.

6.2.3 Efeito do treinamento fisico na atividade monoaminérgica basal no caudado
putamen, area pré-optica e hipotdlamo paraventricular

Tendo em vista 0 aumento de atividade locomotora espontanea diaria basal restrito a fase
escura e ao aumento na expressdo de PER1 no tecido muscular esquelético no inicio da
fase clara, passou-se a considerar a possibilidade de que ajustes no sistema circadiano,
independentes do reldgio central, poderiam estar associados a mudangas na atividade
monoaminérgica central de &reas que participam do controle motor, da termorregulacéo e

da ativacdo do eixo HPA.

No presente trabalho, observou-se que o treinamento fisico durante a fase clara promoveu
uma acentuacdo da atividade dopaminérgica no CPU. Um aumento da atividade
dopaminérgica no CPU ou striatum tem sido associado a uma maior sinalizacdo
dopaminérgica proveniente da substantia nigra pars compacta (Foley et al., 2006) e
também ao aumento da capacidade fisica (Hasegawa et al., 2005; Foley et al., 2006;
Balthazar et al., 2009; Balthazar et al., 2010; Zheng e Hasegawa, 2016). De fato, animais
com maior capacidade aerdbica intrinseca possuem maiores quantidades e atividade de
DA nessas regides diretamente envolvidas com o controle motor, estando associadas a
facilitacdo do inicio da atividade locomotora espontanea (Rhodes et al., 2005; Mathes et
al., 2010; Waters et al., 2013; Rabelo et al., 2015; Saul et al., 2017). Nesse sentido, foi
interessante observar que o pico de atividade dopaminérgica, expresso em funcdo da

razdo DOPAC/DA ocorreu imediatamente antes do inicio da sessdo de exercicio. Por sua
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vez, o pico do metabolito da DA, DOPAC, ocorreu em ZT6, horério final para realizacao
das sessbes de treinamento. Dessa maneira, pode-se concluir que o treinamento fisico
realizado durante a fase clara pode desencadear tanto o aumento de atividade
dopaminérgica na via nigroestriatal normalmente associada com o aumento da capacidade
de resistir a fadiga (Foley et al., 2006) quanto um ajuste temporal no nivel de atividade

dopaminérgica, facilitando o inicio da sessdo de treinamento.

Adicionalmente, observou-se que o programa de treinamento proposto atenuou tanto a
atividade dopaminérgica quanto a serotonérgica na POA em condi¢bes basais.
Interessante ainda a constatagdo de que 0s as variagdes diarias de atividade foram
afetadas. De fato, nos animais ndo treinados, a atividade monoaminérgica na POA
aumenta ao longo da fase clara, atingindo um pico de atividade da segunda metade da
fase clara até o inicio da fase escura. Tal reducdo da atividade monoaminérgica na POA
durante a primeira metade da fase clara pode estar associada a um aumento da inibicéo
proveniente da MnPO (Guzman-Ruiz et al., 2015). A mudanca de fase desencadearia uma
inibicdo da atividade de MnPO, resultando em aumento da atividade monoaminérgica na
POA, modulando a temperatura interna e, consequentemente, o proprio estado de ativacdo
do sistema durante a fase ativa do ciclo. Com o treinamento fisico regular durante a fase
clara, o sistema de controle de temperatura aparentemente alcangcou um novo estado de

equilibrio circadiano.

Por sua vez, o programa de treinamento fisico utilizado no presente estudo pouco afetou a
atividade de DA e 5-HT no PVN. A C(nica alteracdo significativa foi observada na
atividade serotonérgica diaria. Se, nos animais ndo treinados a razdo 5-HIAA/5-HT exibiu
um pico no inicio da fase de atividade, nos animais treinados, o pico ocorreu no inicio da
fase clara (ZT0) e o nadir foi deslocado para a metade da fase de repouso (ZT6). Essa
relacdo temporal se assemelha aquela observada para os niveis de atividade locomotora
espontanea no final da fase escura e no segundo pico de expressdo de PER1 em ZTO.
Nesse sentido, reconhece-se que o PVN constituiria um importante local de integracédo
para a resposta a diferentes estimulos ambientais (Edgar et al., 1997; Fetissov et al., 2000;
Kalsbeek et al., 2004; Kalsbeek, VVan Der Spek, et al., 2012; Leite et al., 2012).
Interessante notar que esse ndcleo hipotalamico recebe diversas projecOes
noradrenérgicas do locus coeruleus no tronco encefalico, um ndcleo diretamente
relacionado com a modulagdo do sistema de alerta (Mastorakos et al., 2005). Também
recebe input serotonérgico da raphe e de outras regides que participam dessa modulagédo

do estado de atividade (Hughes e Piggins, 2012). Dessa forma, sugere-se que a alteracao
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da variacdo diaria de atividade serotonérgica no PVN configure um forte indicio de que
esse nucleo constitua parte do eixo de controle extra-SCN da atividade locomotora. Esse
papel do PVN é reforcado tanto pela sua participacdo direta na modulacdo da resposta de
glicocorticoides ao exercicio, quanto na sua modulacdo da atividade locomotora

espontanea via inervacgdes pré-autonémicas.

6.3 Efeito da exposi¢do aguda ao frio em diferentes horarios do dia nos

genes do relégio e nas respostas térmica e metabdlica

O experimento 3 revelou pela primeira vez a exposi¢do ao frio em diferentes horarios do
dia modifica a mobilizacdo e a oxidacdo de substratos energéticos e promove alteracoes
na expressdo génica de tecidos particularmente ativos durante o protocolo experimental.
No mdasculo séleo, que participaria da termogénese com tremor, a exposi¢cdo ao frio
aumentou a expressdo dos genes que compBem a alca negativa do reldgio bioldgico
(PER/CRY). No tecido adiposo marrom, maior responsavel pela termogénese sem tremor,
a exposicdo ao frio aumentou a expressao de genes da alca positiva (BMAL-1/CLOCK) e
negativa (PER/CRY), além de inibir a expressao de genes controlados pelo relégio, como
DBP e REV-ERBa. Tais resultados proporcionam evidéncias indiretas de que o
funcionamento do reldgio biolégico seria tecido-dependente. Essa modulacdo poderia
ocorrer em funcdo da atuacdo direta do relogio central na ativagdo inicial do tecido, ou
indiretamente, tanto por sinais do sistema nervoso central independentes do reldgio
central quanto por sinais gerados perifericamente em resposta a diferentes estimulos

ambientais.

6.3.1 A exposicdo aguda ao frio em diferentes horarios afeta o balanco térmico e a
oxidagao de substratos

Os ajustes térmicos e metabolicos induzidos por uma exposi¢do aguda a um ambiente frio
sdo bem conhecidos em modelos experimentais com camundongos (Tokizawa et al.,
2009; Virtue et al., 2012; Uchida et al., 2014; Abreu-Vieira et al., 2015; Sato et al., 2015;
Tokizawa et al., 2015), com ratos (Davis et al., 1960; Morimoto et al., 1986; Gautier,
2000; Vaillancourt et al., 2009; Nakamura e Morrison, 2011) e também com humanos
(Lennon et al., 1967; Weber e Haman, 2005; Haman, 2006; Wijers et al., 2008; Morrison
e Nakamura, 2011). De fato, o protocolo de resfriamento empregado no presente estudo
também aumentou a producdo de calor, principalmente atraveés da modulacdo conjugada
entre os efeitos comportamentais (atividade locomotora, alimentacéo e ingestdo de &gua),

térmicos e metabdlicos (Tinema, VO2, RER, gasto energético e oxidacao de substratos).
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Decréscimos significativos da temperatura ambiente representam uma ameaca primitiva
para o equilibrio térmico. Com o presente experimento, observou-se que a Tintema €
resiliente a um estimulo temporalmente limitado de temperatura ambiente reduzida. De
fato, ap6s 120 min de resfriamento ambiental, o balango térmico foi preservado,
independentemente do horario da exposi¢cdo ao frio. Detectou-se um aumento da Tintema
especialmente quando os animais foram desafiados com um ambiente frio apresentado
durante a fase clara. Tal elevacdo foi restrita aos primeiros 60 minutos de resfriamento
ambiental e poderia representar o inicio da producdo de calor induzida pela repentina

exposi¢éo ao frio.

No modelo utilizado no presente estudo, a transicdo da fase escura para a fase clara
caracteriza-se pelo aumento da perda de calor através da vasodilatacdo da cauda e pela
diminuicdo do gasto energético (Fuller et al., 1985; Gordon et al., 2002; Refinetti, 2003;
2010). Esse estado inicial de Tinema pode representar uma maior sensibilidade desse
parametro as alteragdes da atividade locomotora espontanea e metabolica (Machado et al.,
2015), resultando em aumento da temperatura interna na primeira hora de exposic¢do ao
frio. J& durante a fase escura, a Tinema € ligeiramente aumentada em funcdo do aumento

do gasto energético e do ritmo circadiano (Refinetti, 2010).

Um impacto imediato do aumento da taxa metabdlica induzida pelo frio na Tinema pode
ser menos perceptivel durante a fase escura. Essa suposicdo pode ser endossada pela
observacdo de um indice térmico aumentado quando a exposicdo ao frio ocorreu durante
a segunda metade da fase escura. De fato, 0 aumento da producdo de calor induzida pela
exposicédo ao frio contrabalanceou a diminuicéo de Tinema dependente do momento do dia.
Tal aumento na Tinerna ja foi relatado por outros grupos (Morimoto et al., 1986; Ishiwata
et al., 2002; Ishiwata et al., 2004; Nakamura e Morrison, 2011; Mohammed et al., 2016).
Nesse sentido, inicialmente, a producdo de calor aumentada eleva a Tinerna de modo a
contrabalancear o calor perdido para o ambiente mais frio (Nakamura e Morrison, 2011).
A medida que a exposicao é sustentada, a perda e a producao de calor atingem um estado
de equilibrio no qual a Tinema pode ser preservada com sucesso. Logo, como observado
anteriormente com outros agentes potencialmente estressores (Wachulec et al., 1997;
Kalsbeek, Liu, et al., 2012; Machado et al., 2015; Machado et al., 2016), parece que 0
efeito do horario sobre a temperatura interna refletiria uma perturbacao transitéria nos
mecanismos de perda, bem como naqueles de producdo de calor. Essa perturbagéo seria
induzida por sinais ambiguos advindos do tempo biologico interno e das vias

termorregulatorias que participam nas respostas homeostaticas.
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Em conformidade com essa perspectiva, verificou-se que o aumento da taxa metabdlica e
da atividade locomotora espontanea se baseariam mais na intensidade dos estimulos
(representada pelo gradiente de temperatura ambiente) do que no horario. A atividade
locomotora espontéanea aumentou acentuadamente durante a primeira hora do protocolo
de resfriamento e diminuiu nos momentos subsequentes de exposicao ao frio. Resultados
semelhantes foram descritos por outros autores (Finger, 1976; Ishiwata et al., 2005;
Mohammed et al., 2016), sugerindo que isso refletiria mais um comportamento de fuga
frente ao frio do que de um mecanismo termogénico direto. De fato, a medida que o
ambiente fica mais frio, os animais diminuem a sua atividade locomotora espontanea sem
atenuar a taxa metabolica e 0 gasto energético, o que aponta para uma maior atividade das
vias efetoras termogénicas. Além disso, tanto o consumo de oxigénio quanto o gasto
energético atingiram estados estaveis de atividade aumentada, independentemente do
horéario. Isto esta de acordo com trabalhos anteriores, quando, em camundongos, se
evidenciou que as alteracdes relativas na taxa metabolica foram semelhantes quando o
protocolo de resfriamento comecou no inicio das fases clara e escura (Abreu-Vieira et al.,
2015; Tokizawa et al., 2015). Curiosamente, Tokizawa e colaboradores (2015)
observaram que os limiares para 0 aumento da producdo de calor foram elevados em fase
escura, enquanto que o curling comportamental foi antecipado durante a fase clara. Por
sua vez, em ratos, observou-se efeito similar do horario nos limiares termorregulatorios
durante o exercicio (Machado et al., 2016). Esta seria a primeira vez que um efeito do
horario em mecanismos de defesa contra o frio foi experimentalmente relatado para o rato.
Os resultados apontam para uma modulacdo dos limiares termogénicos de atividade
efetora dependentes do horario, reforcando nossa hipétese de que o sistema circadiano
modula os ajustes iniciais necessarios para minimizar ou mesmo neutralizar o desafio

fisico sobre a homeostase térmica provocado pela temperatura ambiente reduzida.

Adicionalmente, embora o equilibrio térmico tenha sido defendido com sucesso durante a
exposicao ao frio, independentemente do horério, a utilizacdo de lipidios e carboidratos
foi afetada tanto pela duracdo quanto pelo horario da exposicdo ao frio. Anteriormente,
determinou-se que o resfriamento ambiental fornece um sinal chave para a mudanca na
predominancia da utilizacdo de substratos energéticos para a termogénese com tremor
(contragd@o involuntaria da musculatura esquelética) e para a sem tremor (decorrente do
gradiente de protons gerado pela atividade oxidativa mitocondrial e controlado pela agéo
de proteinas desacopladoras no tecido adiposo marrom) (Davis et al., 1960; Banet et al.,
1978; Vaillancourt et al., 2009; Nakamura e Morrison, 2011). A aclimatacdo a condigdes

ambientais abaixo da termoneutralidade associada a intensidade da exposi¢do aguda ao
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frio determinariam a magnitude da taxa metabdlica e a prevaléncia da via termogénica
ativada para gerar calor (Gordon, 1990; Nakamura e Morrison, 2011). Vaillancourt e
colaboradores (2009) mostraram que, embora afetando o gasto energético total, abaixo da
termoneutralidade (~ 15 °C), as taxas relativas de oxidacdo de carboidratos, lipidios e
proteinas sdo menos afetadas pela intensidade do resfriamento ambiental. O presente
trabalho, foi um dos primeiros a relatar um claro efeito do horario sobre a utilizagdo de

substratos energéticos durante a exposicao ao frio.

Curiosamente, observou-se que, durante a fase de atividade do ciclo, a exposicao ao frio
exacerbou a oxidacdo lipidica e diminuiu a oxidagdo de carboidratos para um nivel
similar ao da fase de repouso. O inicio do resfriamento ambiental durante a fase clara
induziu um aumento transitério nas taxas de oxidacdo de carboidratos. Isso espelharia o
primeiro estagio de acdo de mecanismos de defesa contra o frio, nos quais o tremor do
musculo esquelético consumiria ATP oriundo sobretudo da via glicolitica a fim produzir
calor em fungdo da baixa eficiéncia energética acoplada a hidrélise de ATP para a
contracdo muscular (Gordon, 1990; Adan et al., 1995). A medida que a exposi¢io ao frio
persiste, a participacdo da termogénese com tremor no equilibrio térmico diminui e um
papel primério passa a ser desempenhado pela termogénese sem tremor, com aumento da
absorcdo e da oxidagdo de lipidios, predominantemente pelo tecido adiposo marrom
(Adan et al., 1995; Wijers et al., 2008). Portanto, o horério influencia o equilibrio entre a
utilizacdo de carboidratos e lipidios durante a exposicdo ao frio, fornecendo mais
evidéncias de que o reldgio interno pode também influenciar os ajustes metabolicos em

tecidos geradores de calor.

6.3.2 A exposicdo aguda ao frio em diferentes horarios afeta a expressdo de genes do
relogio de forma tecido-especifica

O aumento da producéo de calor metabdlico, através da atividade muscular involuntaria e
da termogénese sem tremor durante a exposi¢do a uma temperatura ambiente mais baixa
sdo intensificadas num processo mediado por vias interdependentes no sistema nervoso
central (Nakamura e Morrison, 2011). No presente estudo, observou-se que, apos 3 horas
de exposicdo ao frio, 13/18 (~72%) e 17/23 (~73%) dos genes avaliados potencialmente
envolvidos nos ajustes metabdlicos necessarios para 0 aumento da producdo de calor
induzido pelo frio foram afetados pelo nosso protocolo frio no tecido adiposo marrom e

no musculo esquelético séleo, respectivamente.

Além dos efeitos no metabolismo, também se observou que a exposicdo ao frio afetou a

expressdo de genes do reldgio e de genes controlados pelo reldgio tanto no tecido adiposo
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marrom quanto no musculo séleo. A expressdo dos genes do reldgio seria modulada por
multiplos fatores, como atividade neuronal (Slat et al., 2013), corticosterona (Balsalobre
et al., 2000; Kalsbeek, Van Der Spek, et al., 2012), temperatura interna (Brown et al.,
2002; Buhr et al., 2010) e atividade locomotora espontanea (Hughes e Piggins, 2012;
Wolff e Esser, 2012). No presente estudo, observou-se que ap6s a exposicdo ao frio o
relégio molecular periférico pode ser influenciado de diferentes formas. No tecido
adiposo marrom, 7 dos 8 genes de reldgio estudados foram alterados pela menor
temperatura ambiental. Especificamente, 5 desses genes foram regulados positivamente
apos a exposicdo ao frio, sem uma clara influéncia do horario sobre esta resposta. Outros
ja implicaram PER1, PER2, CRY1 e CRY2 na exposi¢cdo ao frio no tecido adiposo
marrom (Chappuis et al., 2013; Li et al., 2013). Curiosamente, um relégio funcional
medeia ajustes moleculares no programa de atividade mitocondrial (Chappuis et al.,
2013; Gerhart-Hines et al., 2013; Woldt et al., 2013). No entanto, esta foi a primeira vez
que essa regulacdo positiva da atividade de TAM durante a exposic¢do ao frio foi mostrada
em diferentes momentos do dia, reforcando nossa hipotese inicial de que o programa
termogénico, que é entrelacado com a maquinaria do relogio celular (Gerhart-Hines e
Lazar, 2015) dependeria da relacdo entre intensidade do estimulo e o horério do dia.

Apenas 2 desses genes, DBP e REV-ERBa mostraram uma expressdo regulada
negativamente associada com uma interacdo com o horério. A atividade de REV-ERBa
também seria atenuada apds o aumento das demandas energéticas. Importante ainda seria
0 seu reconhecimento como agente repressor da atividade mitocondrial (Delezie et al.,
2012; Gerhart-Hines et al., 2013; Woldt et al., 2013). De fato, observou-se que a
expressdo reduzida de REV-ERBa ¢ acompanhada por uma expressdo aumentada de
BMALL e PGC1-a, especialmente durante a fase clara, o que aponta para uma mudanca
dependente do horario na atividade mitocondrial do tecido adiposo marrom em resposta a

alteracdo inesperada da temperatura ambiente.

Em relacdo ao masculo séleo, observou-se que metade da expressdo dos genes de relogio
(PER1, PER2, CRY1 E CRY?2) foi afetada pela exposi¢do ao frio. Curiosamente, esses
foram os genes da alga negativa do mecanismo candnico central do reldgio bioldgico
molecular. Nesse sentido, reajustes do reldgio periférico pela exposicao a frio (Chappuis
et al., 2013) e exercicio (Wolff e Esser, 2012) parecem ser dependentes da expressdo de
PER1/2 (Tahara et al., 2017). Além disso, PER parece ser mais sensivel as flutuacdes de
glicocorticoides e ao consequente reajuste do sistema circadiano periférico (Balsalobre et

al., 2000). De fato, a exposicdo ao frio alterou os receptores GR e ADRJ tanto no
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musculo séleo quanto no tecido adiposo marrom. Tal achado reforca a ideia que associa a
exposicdo ao frio a reajustes no relégio periférico através de alteragbes no estado
metabolico, uma vez que os genes que codificam a atividade mitocondrial, como CPT1,
PGCla e PPAR, foram afetados. Além disso, 0s genes que regulam a captagdo de
substrato (LPL e GLUT4), o estado energético celular (AMPK) e a atividade mitocondrial
(CPT1, NAMPT, PGClo e PPARs) mostraram uma interagdo com o horario, sugerindo
que componentes-chave do balanco energético celular sdo relativamente dependentes de
informacBes temporais para determinar a magnitude dos ajustes que favorecam a
sobrevivéncia em um ambiente frio. Dessa maneira, 0 presente trabalho ndo apenas
demonstrou efeitos diretos da exposicdo ao frio no relégio muscular, como também
demonstrou que o horario da exposicdo pode ser um fator limitante para a adaptacédo

muscular inicial a temperatura ambiente mais baixa.

No musculo esquelético, a expressdo aumentada de LPL, HSL e FAT/CD36 aponta para
uma captacdo e utilizacdo aumentada de lipidios, o que € corroborado por dados
fisiologicos e de expressdo molecular de outros (Koonen et al., 2004). Por sua vez, a
captacdo de glicose também foi elevada pela exposi¢do ao frio, como inferido pelo
aumento da expressdao de GLUT4 no presente trabalho e aqueles realizados por outros
(Oliveira et al., 2004; Hanssen et al., 2015). Avaliados conjuntamente, 0s aumentos da
absorcdo de lipidios e de glicose sugerem uma elevacdo do estado oxidativo dos
substratos energéticos musculares. Reforcando essa avaliacdo, a expressdo de
reguladores-chave para o metabolismo intracelular, tais como AMPK, CamK2a e
NAMPT, também aumentou apds a exposicdo ao frio. Acredita-se que a ativacdo da
AMPK face a maiores demandas energéticas (elevacdo na razdo ADP/ATP) regularia os
transportadores mitocondriais limitantes para a B-oxidagdo, CPT1o/fB, bem como fatores
de transcrigdo essenciais para a atividade mitocondrial, tais como PPARs, PGCla e
FOXOL1 (Freyssenet, 2007; Nickerson et al., 2007; Rohas et al., 2007; Schiaffino et al.,
2007; Lee e Kim, 2013). De fato, todos esses genes associados com a atividade
mitocondrial foram positivamente regulados no musculo esquelético. Os resultados da
presente expressao génica reforcam o papel do musculo esquelético na producéo de calor
metabdlico. Isso é reforgado pelo aumento da expressdo do mRNA do HSP90, o que pode
estar relacionado com uma maior atividade oxidativa, exigindo mais conteudo de proteina

chaperone para a estabilizagéo das proteinas (Matz et al., 1995).

Apesar de uma forte indicacdo de atividade metabdlica aumentada no musculo séleo, ndo

se observou um efeito claro da exposicdo ao frio na atividade da UCP3, isoforma
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predominante de proteina desacopladora encontrada no musculo esquelético. Acredita-se
que a UCP3 poderia estar diretamente envolvida na producdo de calor muscular
independente do tremor (Schrauwen e Hesselink, 2003; Wijers et al., 2008). Em linha
com nossos resultados, outros demonstraram que a atividade muscular de UCP3 pode néo
estar envolvida na producdo de calor metabdlico induzida pelo frio, constituindo um
sistema de tamponamento dos acidos graxos livres intramusculares em abundancia
durante a exposi¢édo ao frio, pelo menos no modelo murino (Boss et al., 1998; Lin et al.,
1998; Li et al., 2013). Ademais, observou-se uma possivel influéncia da estimulacéo
neuronal e hormonal nesses ajustes moleculares, uma vez que a expressdo de ADRB2 e
GR foram reguladas positivamente ap6s a exposicdo ao frio, 0 que aponta para uma
modulacdo por vias dependentes desses fatores nos ajustes induzidos pelo frio e no
equilibrio homeostatico (Navegantes et al., 2001; Li et al., 2013; Khan et al., 2016).

No tecido adiposo marrom, os programas de mobilizacdo e de captacdo dos substratos
energéticos foram positivamente regulados pela exposi¢do ao frio como pode-se inferir da
expressdo aumentada do mRNA de LPL, de FAT/CD36 e de GLUT4. A transcri¢do de
enzimas-chave para a B-oxidacdo, tal como CPT1pB e ACC1, também foi regulada
positivamente pela exposicdo ao frio. Alinhado com esse achado, a atividade mitocondrial
e a biogénese, expressas em fungdo do fator de transcricdo essencial PGCla, foram
aumentadas pela exposigéo ao frio. A atividade de AMPK, que desempenharia um papel
chave na mediacdo do fluxo metabdlico celular, foi ainda estimulada pela exposicao ao
frio. Esse estado de atividade mitocondrial aumentada seria reforcado pela maior
expressdao de UCP1 e HSP90 (Matz et al., 1995) concomitantes a menor expressao de
CIRPB (Kornmann et al., 2007) ap6s a exposi¢cdo ao frio. O aumento da atividade
termogénica no tecido adiposo marrom é amplamente validado por estudos anteriores e 0
acumulo de evidéncias implica tanto a oxidagdo de glicose como a oxidacédo de lipidios na
termogénese sem tremor (Puigserver et al., 1998; Puigserver e Spiegelman, 2003; Bezaire
et al., 2007; Azzu et al., 2010; Lee et al., 2016).



7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a tanto a pratica de exercicio fisico quanto a exposicao
aguda ao frio afetam o reldgio bioldgico de diferentes formas. Cronicamente, o exercicio
fisico promove adaptacdes duradouras em diversos niveis do relégio interno. No sistema
nervoso central, demonstrou-se pela primeira vez que modula a atividade diaria de
serotonina e dopamina em nucleos de controle da temperatura interna, de controle motor
e do sistema de alarme. Perifericamente, ndo apenas modifica a expressdo diaria de PER1
no musculo gastrocnemio, essencial para a atividade de corrida em esteira, como também
aumenta a atividade locomotora espontanea durante a fase escura do ciclo claro/escuro.
Dessa maneira, demonstrou-se que o sistema circadiano de controle temporal pode reagir
de diferentes formas a diferentes agentes sincronizadores, aplicados aguda ou

cronicamente, como o exercicio fisico e o frio.

Com a realizacdo dos experimentos descritos na presente tese, demonstrou-se que, tanto
aguda, quanto cronicamente, a atividade fisica durante a fase clara do ciclo de
sono/vigilia modifica os niveis de atividade locomotora espontanea na fase escura.
Mesmo em condi¢des de incidéncia do zeitgeber principal do sistema, o exercicio regular,
provoca ajustes didrios no balanco térmico. Esses ajustes refletiriam uma compensagao
diaria do relogio interno frente a hipertermia induzida pelas sessdes de treinamento
persistente ao longo do restante da fase clara, reforcando a propriedade de arrastamento
do reldgio biolégico. O aumento na transcrigdo de PER1 observado no inicio da fase clara
nos animais treinados configuraria uma antecipacdo de uma demanda regular por maior
atividade, como acontece normalmente na transicdo da fase clara para a escura. Esse
resultado configura uma forte evidéncia de que a adaptagdo temporal a nova rotina
ocorreria por uma via parcialmente dependente de regulacdo neural como depreendido
dos das alteracdes na variacao diaria dos balancos dopaminérgico e serotonérgico na area

pré-optica e no nucleo paraventricular do hipotalamo.

Complementarmente, o presente trabalho demonstrou que ha uma interacdo de natureza
reciproca entre o horério do dia e os ajustes desencadeados pela exposi¢cdo aguda ao
ambiente frio. Essa foi a primeira vez que se demonstrou efeitos tecido-especificos da
exposi¢do ao frio na expressao de genes do relogio e também de genes controlados pelo
rel6gio bioldgico. Se, no masculo s6leo, a expressdo dos componentes essenciais da alca
negativa do relégio molecular (PER/CRY) é aumentada, no tecido adiposo marrom, a

alca positiva (BMAL-1/CLOCK) também é afetada. A expressao de genes essenciais para
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atividade mitocondrial (PGC1-a) ¢ para a utilizagdo de substratos (tais como, HSL, LPL,
UCPs, AMPK, GLUT4, CD36) também foi afetada de formas diferentes nos dois tecidos
investigados. Essas mudancas na expressao génica foram ainda acompanhadas pela
modulagdo da intensidade da mudanca na predomindncia da oxidagdo de substratos

energéticos pelo horario do dia.

Em conjunto, o presente trabalho demonstrou que diferentes agentes sincronizadores
influenciam o sistema circadiano de controle temporal em diversos niveis. Como
demonstrado para o exercicio fisico em esteira, a regularidade e a rotina conduzem o
sistema a um novo estado de equilibrio, configurando uma importante ferramenta para
regulacdo ndo farmacoldgica e ndo fdtica de disturbios usualmente associados com o

desequilibrio do relégio bioldgico.
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TABELA A. Niveis de significancia na expressdo dos genes de interesse no TAM observados

com a ANOVA two way para o horario do dia, exposic¢do ao frio e interacao.

n Horario Exposi¢ao ao frio Interacdo
BMAL-1 80 <0.0001**** 0.0002*** 0.4584
CLOCK 79 0.0542 0.0018** 0.4676
PER1 82 0.0657 <0.0001**** 0.4003
PER2 80 <0.0001**** <0.0001**** 0.1492
CRY1 82 0.0003*** <0.0001**** 0.0580
CRY2 83 0.2550 <0.0001**** 0.3824

DBP 82 <0.0001*** <0.0001**** <0.0001****

REV-ERBa 80 <0.0001*** 0.3983 0.0018**
CREB 83 0.3688 0.0010** 0.2376

PGCl-a 83 0.0022** <0.0001**** 0.0024**
PGC1-B 81 0.0673 0.8981 0.0568
PPAR-q 82 0.0196* 0.3069 0.0592
PPAR-y 83 0.1241 0.1606 0.1145
HSP90 83 0.5366 <0.0001**** 0.0321*
UCP1 82 0.0043** <0.0001**** 0.3767

CIRP 81 <0.0001**** <0.0001**** <0.0001****

CPT1-p 81 0.2195 0.0011** 0.2755
AMPK 82 0.0402* 0.0053** 0.2437
CD36 81 0.2195 0.0038** 0.3579
GLUT4 83 0.4685 0.0310* 0.4725
HSL 81 0.0203* 0.0390* 0.2161
LPL 80 0.0756 <0.0001**** 0.4909
ADR-$3 79 0.0572 0.0412* 0.2272
GR 82 0.2009 0.0506 0.2960
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ACC1 73 0.4955 0.0272* 0.5446

ACC2 79 0.4957 0.3617 0.0221*

Para cada gene de interesse, os valores de p encontrados ap6s a ANOVA two-way foram reportados
para os efeitos do horério, da exposicdo ao frio, e da interacdo entre os dois fatores. *indica p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; p<0.0001.

TABELA B. Niveis de significancia na expressdo dos genes de interesse no musculo soleo

observados com a ANOVA two way para o horario do dia, exposi¢do ao frio e interagéo.

n Horério Exposi¢do ao frio Interacdo
BMAL-1 80 <0.0001**** 0.4785 0.6391
CLOCK 83 0.1868 0.0817 0.0488*
PER1 80 0.0010** <0.0001**** 0.2543
PER2 78 <0.0001**** <0.0001**** 0.0183*
CRY1 81 <0.0001**** <0.0001**** 0.0199*
CRY2 82 0.3535 0.0002*** 0.0016**
DBP 81 <0.0001**** 0.3126 0.1582
REV-ERBa 76 <0.0001**** 0.7068 0.0308*
CREB 83 0.7026 0.0229* 0.0521
PGCl-a 80 <0.0001**** <0.0001**** 0.0006***
PGC1-g 79 0.3707 0.0297* 0.0984
PPAR-a 82 0.0340* 0.0169* 0.0136*
PPAR-y 80 0.7800 0.0023** 0.3825
HSP90 78 0.0401* 0.1641 0.0015**
UCP2 65 0.5029 0.0189* 0.5634
UCP3 77 <0.0001**** 0.9447 0.0009***
CIRP 83 0.7462 0.4239 0.2013
CPT1l-a 79 0.0084** 0.0009*** 0.0285*
CPT1- 82 0.1321 0.3225 0.0004***
AMPK 83 0.4686 0.0008*** 0.0219*
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NAMPT-1 82 0.0655 0.0071** 0.0234*
CD36 81 0.5285 0.0830 0.0067**
GLUT4 81 0.0071** <0.0001**** 0.0062**
HSL 80 0.3865 <0.0001**** 0.1707
LPL 82 0.4184 0.0200* 0.0125*
ADR-B2 82 0.0170* <0.0001**** 0.2198
GR 83 0.3263 <0.0001**** 0.0642
FOXO-1 80 0.3576 0.0005*** 0.3377
ACC2 83 0.3244 0.0300* 0.0919
MTOR 74 0.5338 0.3857 0.2628
CAMK2a 79 0.7143 0.0104* 0.3953

Para cada gene de interesse, os valores de p encontrados ap6s a ANOVA two-way foram reportados
para os efeitos do horério, da exposi¢do ao frio, e da interacdo entre os dois fatores. *indica p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; p<0.0001.
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“Tudo o que acontece, acontece.

Tudo o que, ao acontecer, faz com que outra coisa aconteca, faz com que outra coisa

aconteca.
Tudo o que, ao acontecer, faz com que ela mesma aconteca de novo, acontece de novo.
Isso, contudo, ndo acontece necessariamente em ordem cronologica”.

Douglas Adams — Praticamente inofensiva



