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RESUMO

Manter os lagos sociais ¢ tao critico para a sobrevivéncia que o isolamento social € considerado
um desafio a homeostase comparados com a fome e a sede. Mamiferos usam a interagao social
para manter a homeostase térmica, o que lhes permite economizar energia. Este fenémeno ¢é
critico para animais pequenos, como os camundongos mantidos em laboratério. Em trabalhos
anteriores, demonstramos que camundongos isolados mantém seu pico circadiano na
temperatura corporal central (Tc) as custas de um ganho de peso corporal reduzido em
comparagao aos camundongos mantidos agrupados. No entanto, nao esta claro como o
metabolismo energético ¢ afetado pelo isolamento social. O tecido adiposo marrom (Brown
Adipose Tissue — BAT) ¢ um tecido com habilidade tinica de gerar calor através da agao da
proteina desacopladora 1 (Uncoupling-protein-1, UCP1). Além disso, o BAT tem a funcao de
manter a Tc no estresse térmico induzido pelo frio. Em funcdo disso, hipotetizamos que o
isolamento social induz alteragdes no metabolismo por meio de adaptagoes do BAT para manter
o0 ritmo diario de Tc. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a participacdo do BAT e da
temperatura ambiente nos efeitos do isolamento social sobre o metabolismo energético e as
variacdes circadianas de Tc. Foram utilizados camundongos adultos C57BL/6-UNI. Os animais
foram mantidos isolados ou agrupados (4 animais por caixa — Grupo Controle) por 28 dias, em
um regime de 12h de luz e 12h de escuro (luzes acesas a 7:00h) em duas condi¢fes térmicas:
28 + 2 °C (condigdes sub-neutras) e, outra, a 25 + 1 °C. A Tc e atividade locomotora espontanea
(SLA) foram monitoradas por telemetria. Durante o protocolo a massa corporal e ingesta
alimentar foram acompanhadas, e, ao final, a taxa metabdlica foi avaliada por calorimetria de
fluxo indireto. No 28° dia de protocolo, os animais foram eutanasiados no zeitgeber time (ZT)
1 e 10 para obtencdo do BAT, o qual foi utilizado para anélise de expressdo génica por qRT-
PCR. Animais isolados a 25 + 1 °C mostraram reducao da Tc na metade da fase clara e valores
de pico circadianos no inicio da fase escura compardveis aos animais agrupados. Animais
isolados a 25 + 1 °C apresentaram uma menor razdo de trocas respiratorias (RER) e maior gasto
energético, o que pode ter contribuido para o menor ganho de peso ao longo das semanas. Estas
diferencas entre agrupados e isolados nao se repetiram a 28 + 2 °C. A seguir, desafiamos 0 BAT
com uma injecdo i.p. do agonista do receptor adrenérgico tipo-3 (B3ADR) a 25 + 1 °C, com o
objetivo de mimetizar a resposta do BAT ao desafio do frio. Nos agrupados, como esperado
houve um aumento da expresséo de Ucpl e do gene da enzima lipase hormonio sensivel (Hsl),
enquanto nos isolados, observamos um aumento da expressao do gene Rev-erba e do
Coativador gama 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PGC1a). Sabe-
se que Rev-erba faz parte da alca acessoria de regulacdo do relégio molecular e regula
negativamente a UCP1. Frente a este resultado investigamos outros genes de relogio, bem como
o efeito do isolamento em dois horéarios do dia. Animais isolados a 28 + 2 °C apresentaram uma
menor expressao de Ucpl and PGCla no ZT1 (inicio da fase clara), enquanto no ZT10 nédo
houve diferenca na expressao destes genes entre agrupados e isolados. No ZT1, o isolamento
também reduziu a expressdo de Per2, sem alterar a expressdo de Perl e Bmall. Com base nestes
resultados sugerimos que as alteragdes induzidas pelo isolamento social no metabolismo para
manter o ritmo diario de Tc podem ser explicadas por mudancas na programacao transcricional
do BAT que parecem ser determinadas pelo horario do dia e pela temperatura ambiente.

Palavra-chave: ritmo circadiano, interacdo social, isolamento social, zona termoneutra,
termorregulacéo



ABSTRACT

Maintaining social bonds is so critical for survival that social isolation has been reported as a
challenge to homeostasis, comparable to hunger and thirst. Mammals use social interaction to
maintain thermal homeostasis, allowing them to conserve energy. This phenomenon is
particularly critical for small animals, such as laboratory mice. We have previously
demonstrated that isolated mice maintain their circadian peak in core body temperature (Tc) at
the expense of reduced body weight gain compared to group-housed mice. However, it is
unclear how energy metabolism is affected by isolation conditions in these animals. Brown
adipose tissue (BAT) is a unique tissue capable of generating heat through the action of
uncoupling protein 1 (UCP1). Based on this, we hypothesized that social isolation induces
metabolic changes through adaptations in BAT to maintain the daily rhythm of Tc throughout
the day in isolated mice. The present study aimed to evaluate whether the effects of social
isolation on energy metabolism and circadian variations in Tc involve BAT participation and/or
modulation of environmental temperature. For this purpose, adult C57BL/6-UNI mice were
used. Mice were maintained either in isolation or in groups (4 animals per cage — Control
Group) for 28 days under a 12-hour light/dark cycle (lights on at 7:00 AM) in two thermal
conditions: one closer to the thermoneutral zone (28 £ 2 °C) and another outside this
temperature zone (25 = 1 °C). Tc and spontaneous locomotor activity (SLA) were monitored
by intra-abdominal telemetry probes. Body mass and food intake were tracked throughout the
protocol, and at the end, metabolic rate was assessed using indirect calorimetry. On the 28" day
of the protocol, the animals were euthanized at zeitgeber time (ZT) 1 and 10 to obtain
intrascapular BAT for gene expression analysis by gRT-PCR. Tc was lower in the middle of
light phase in isolated mice at 25 + 1 °C, while the circadian peak in Tc shown by isolated mice
was comparable to grouped mice. Isolated mice at 25 £ 1 °C showed lower respiratory
Exchange ratio (RER) and higher energy expenditure (EE), which may have contribuited to the
lower body weight gain during the protocol. These differences in Tc rhythm and metabolic
responses between grouped and isolated mice were not observed at 28 + 2 °C. Next, we
challenged the BAT with an i.p. injection of a type-3 adrenergic receptor agonist (B3ADR) at
25 + 1 °C to mimic the BAT response to cold exposure. In grouped animals, as expected, there
was an increase in the expression of Ucpl and the hormone-sensitive lipase (Hsl) gene, whereas
in isolated animals, we observed an increase in the expression of the Rev-erba gene and the
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha (PGCla). It is
known that Rev-erba is part of the accessory loop of molecular clock regulation and negatively
regulates UCP1. Based on this result, we investigated other clock genes as well as the effect of
isolation at two different times of day. Socially isolated animals at 28 + 2 °C showed lower
expression of Ucpl and PGCla at ZT1 (the beginning of the light phase), whereas at ZT10, no
differences in the expression of these genes were observed between grouped and isolated
animals. At ZT1, isolation also reduced the expression of Per2 without altering the expression
of Perl or Bmall. Based on these results, we suggest that the social isolation-induced changes
in metabolism to maintain the daily Tc rhythm can be explained by alterations in the
transcriptional programming of BAT, which appear to be determined by the time of day and
ambient temperature.

Keywords: circadian rhythm, social interaction, social isolation, thermoneutral zone,
thermoregulation.
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1. REVISAO DE LITERATURA:

1.1 Sistema temporal circadiano

Os mecanismos de busca pelo alimento, assim como de digestdo e metabolismo sdo
regulados pelo sistema temporal circadiano. Sabe-se que o reldgio circadiano modula a

expressao de muitas enzimas metabdlicas de maneira especifica ao horario do dia.

Nos mamiferos, o relégio circadiano celular consiste em uma alca de retroalimentacéo
entre fatores de transcricdo que regulam a expressdo de varios genes. O cerne desta alca de
retroalimentacdo é formado pelos heterodimeros de proteinas CLOCK (ou NPAS) e BMALL, os
quais conduzem a expressdo de seus proprios repressores, CRY (1 e 2) e PER (1, 2 e 3) (CHAIX,
et al, 2019). CLOCK:BMAL também ativa a expressdo de receptores nucleares, tais como, 0
receptor 6rfao relacionado ao acido retindico (ROR) e o Rev-erb (Rev-erba e Rev-erbf), que
regulam a expressdo do gene Bmall (HARDIN, 2013). Uma importante propriedade dos
relégios circadianos consiste no fato de que a oscilacdo desta alca de regulacdo transcricional
opera de forma autossustentada, ou seja, quando em condic¢des constantes, a oscilagdo da
expressao das proteinas de relogio persiste por aproximadamente 24 horas. Além disso, esta
alca molecular pode ser sincronizada por pistas ambientais ritmicas tais como luz, temperatura
e disponibilidade de alimentos (SANCAR e BRUNNER, 2014).

As diferentes pistas ambientais sdo denominadas zeitgebers (ZT), uma palavra do
idioma alemao que significa doadores de tempo (ASCHOFF & POHL, 1978) e na auséncia
delas, em especial em escuro constante, o relégio circadiano assume seu periodo préprio de
aproximadamente 24 horas. A essa condicdo da-se o nome de livre curso ou free-running
(PITTENDRIGH, 1993).

Em mamiferos, os reldgios circadianos organizam-se de maneira hierarquica em um
relogio central, localizado no nucleo supraquiasmatico do hipotdlamo (NSQ) e em reldgios
periféricos, presentes em outras areas do sistema nervoso central e nos demais 6rgéos e tecidos
periféricos. O relogio central € o responsavel por transmitir informacdes sobre as condic¢bes do
meio externo aos reldgios periféricos e, desse modo, manter todo o organismo sincronizado ao

ciclo de luz ambiental (figura 1). Essa comunicacdo acontece por vias humorais e hormonais.
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A principal pista temporal externa para a sincronizagao do reldgio central é a luz. Os niveis de
luminosidade sdo conduzidos diretamente da retina para 0 NSQ através do trato retino-
hipotalamico (BUTTGEREIT, et al. 2015).

Além dos ciclos de luminosidade e escuriddo impostos pelo movimento de rotacdo da
Terra em torno do seu proprio eixo, pistas nao féticas também sdo capazes de auxiliar na
sincronizacdo dos reldgios periféricos como alimentacédo, atividade fisica e interacdo social
(BALSALOBRE et al., 2000; TERAZONO et al., 2003).

Em relagdo a interacdo social, ja foi demonstrado que, em um ciclo luz-escuriddo de
12:12h, ratos Wistar agrupados com coespecificos do mesmo sexo aumenta a estabilidade e a
amplitude do ritmo didrio de Temperatura corporal central (Tc) comparados com ratos do
mesmo sexo mantidos em isolamento. J& em luz constante, que provoca arritmicidade e
enfraquecimento dos ritmos circadianos, ndo foi observada diferenca na estabilidade do ritmo
diario de temperatura corporal central entre animais agrupados e isolados (CAMBRAS et al.,
2011). Dessa forma, a interacao social contribui de forma decisiva para o ritmo circadiano de

Tc, em condigdes de ciclo luz-escuridao 12/12h.

Ciclo luz/escuridao externo - 24h Ritmo circadiano endégeno

NSQ (relégio central)

Arrastamento

Zeitgeber fotico
Sincronizacao

Zeitgebers nio féticos: Osciladores f @Y’
5 A periféricos
. Ciclo sono/vigilia

. Atividade fisica
. Interacio social

. Alimentacao .
L Osciladores Q @
celulares

Adaptado de BUTTGEREIT, et al. 2015

Figura 1: Reldgio circadiano interno e zeitgebers externos. Osciladores circadianos no cérebro e em 6rgéos
periféricos.
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1.2 Isolamento social

Manter os lacos sociais € tdo critico para a sobrevivéncia que o isolamento social tem
sido relatado como um desafio a homeostase em comparacdo com a fome e a sede (LEE, et al,
2021; TOMOVA et al., 2020). Os mamiferos usam a interagdo social para manter a homeostase
térmica, o que lhes permite economizar energia (BATCHELDER, et al., 1983). Demostramos
em nosso laboratorio, que camundongos isolados mantém seu pico circadiano de Tc a custas de
uma reducdo no ganho de peso corporal em comparacdo aos camundongos agrupados
(FERNANDES, et al.; 2021). Dados similares foram encontrados por Hamilton e colaboradores
(2022). Neste estudo, alem de mostrar o efeito do isolamento social sobre a reducéo do peso
corporal, de forma interessante, revelou que a condicdo de agrupamento reverte o aumento da
resisténcia a sepse bacteriana, possivelmente pelo efeito de um melhor controle térmico em
funcdo da convivéncia social e do comportamento de aglomeracao, o que pode ter contribuido
para a regulacao da resposta imune do hospedeiro a infeccdo em camundongos (HAMILTON,
et al.; 2022).

Apesar de alguns relatos na literatura sobre o efeito do isolamento social sobre o ganho
de peso corporal, ndo estd claro como o metabolismo energético é afetado pela condicdo de
isolamento. Camundongos alojados individualmente podem mostrar um aumento ou henhuma
alteracdo na ingestdo de alimentos (FUNABASHI, et al., 2022). O aumento da atividade
locomotora espontanea (SLA) também ndo explica de forma consistente, a reducdo no ganho
de peso corporal porque, ao contrario, camundongos alojados sozinhos apresentam reduc¢édo da
amplitude do ritmo de SLA com reduzida SLA na fase escura (CLEMENZA, et al., 2021;
FERNANDES et al., 2021). Dessa forma, aventamos que alteracdes nas respostas
termorregulatérias poderiam contribuir para o aumento do gasto energético, visto que 0s
animais isolados séo privados do componente comportamental da termorregulacéo, a interagéo
social (NAGASHIMA et al., 2000). Portanto, possivelmente, os animais isolados precisam
ativar termogénese a fim de atingir os mesmos niveis de Tc dos animais agrupados na fase

escura, conforme mostramos anteriormente (FERNANDES et al., 2021).

O tecido adiposo marrom ¢ o local priméario da termogénese metabdlica, ou seja, do
calor produzido sem tremor. Dessa forma, levantamos a possibilidade deste tecido ter sofrido
alteracdes induzidas pela condigéo de isolamento social que garantissem a manutencédo do ritmo

circadiano de Tc.
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1.3 Tecido adiposo marrom

Ha mais de 60 anos sabe-se que o tecido adiposo marrom (Brown Adipose Tissue -
BAT) tem papel na producéo de calor, sendo esse o fator que mantém os mamiferos aquecidos
e 0s ajuda a despertar da hibernacdo. A producdo de calor pelo BAT se d& atraves do uso da
energia alimentar, por isso, o tecido adiposo marrom ativado pode utilizar parte da energia
advinda dos alimentos, ou mesmo, a energia ja armazenada no organismo (NEDERGAARD,
2023). O BAT gera calor através, predominantemente, da termogénese sem tremores, sendo
formado e diferenciado antes do nascimento para proteger os recém-nascidos do frio. Porém,
apesar de estar presente também em adultos, a atividade do BAT diminui em varios estados
patoldgicos, como obesidade, diabetes e envelhecimento. Conforme figura 2A, podemos
observar que, em humanos, o BAT se localiza nas regides supraclavicular, axilar, pescoco,
periaortico, paravertebral, perirenal e mediastinal (GHESMATI, et al. 2024). Em
camundongos, a distribuicdo do BAT se assemelha a de humanos com um alto incidéncia do
tecido na regido interescapular (Figura 2B). Alta vascularizacdo e inervacao simpatica € uma
caracteristica marcante do BAT, além de ter um alto conteddo mitocondrial, fazendo com que,
macroscopicamente, tenha uma aparéncia marrom, devido aos fatores heme da enzima
mitocondrial citocromo oxidase (FRONTINI e CINTI, 2010).

A. Localizacao BAT em humanos B. Localizacao BAT em camundongos adultos

Anterior Cervical ‘{* \
g Supraclavicular. | p
N ) &8 - suprascapular B 1}

" - scapuls
(] Supraspinal —
f’\‘\ '? L —Axillary——
.. 74 % Infrascapular
s % /& L Classical BAT
s % ¥/ S
b ! cearkoil
v le ( R wVentral spinal/A | S
1 y \ W0 DS 8 perirenal y, it W
d ¥ eWAT N
///\H:AHHH al WAT %
v | g
\
).
—~‘_/ r

Adaptado de ENERBACK, 2010 e ZHANG et al, 2018

Figura 2: A. Localizagdo do tecido adiposo marrom humano em adultos e criangas, na figura
modificada de Enerback 2010, as letras A, B, C e D indicam a regido onde este tecido se localiza. B. Localizagdo

do tecido adipose marrom em camundongos adultos, a figura foi modificada a partir de Zhang et al, 2018.

A termogénese caracterizada pela ndo ocorréncia de tremores (termogénese sem tremor)

é o processo, pelo qual, o BAT preserva a temperatura corporal. Essa termogénese é mediada
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pela proteina de desacoplamento especifica de adipdcitos marrons (UCP1). A UCP1 esta
localizada na membrana mitocondrial interna e transporta ions H* do espaco inter-membranas
para a matriz mitocondrial NEDERGAARD, 2023).

A capacidade termogénica do BAT esté acoplada aos processos de utilizagdo de glicose
e acidos graxos que além de fornecer os substratos energéticos para a produgdo de energia
durante o ciclo de Krebs, ativam a UCP1. Na matriz mitocondrial o piruvato vindo da glicélise
é convertido em acetil-Coa que entra no ciclo de Krebs (ou ciclo do acido citrico) produzindo
nicotinamida adenina di-nucleotideo (NADH) e flavina adenina dinucleotideo reduzido
(FADHZ2). Por outro lado, a beta-oxidagdo dos acidos graxos que também ocorre na matriz
mitocondrial é a outra fonte de acetil-Coa. Apos a lipdlise, os acidos graxos sao convertidos em
acil-coa, ou seja, acidos com cadeias carb6nicas menores que 0s acidos graxos originais, mas
ainda acima de 2 carbonos, esta reducéo da cadeia carbonica permite que o acil-coa adentrem a
matriz mitocondrial, um processo mediado pela carnitina-palmitoil transferase (CPT I e II).
Uma vez na matriz mitocondrial, o acil-coa passara pela beta-oxidacdo gerando acetil-Coa.
Assim, o ciclo de Krebs alimentado pela glicose e pelos acidos graxos que fornecem piruvato
e acil-coa, respectivamente, gerando acetil-coa na matriz mitocondrial, produz NADH e
FADH2, doando elétrons, que passaram para a cadeia transportadora de elétrons o que resultara
na geracdo de um gradiente de prétons entre matriz e espacgo inter-membranas da mitocondria.
A cadeia transportadora de elétrons consiste dos complexos C1 (NADH desidrogenase), C2
(Succinato desidrogenase), complexo 3 e 4, além da co-enzima Q e citocromo C que localizam-
se na membrana interna da mitocondria. Enquanto os elétrons passam por estas proteinas de
membrana, os H* deixa o espaco da matriz em direcdo ao espaco inter-membranas da
mitocondria. A dissipacdo deste gradiente, ou seja, o retorno dos H* para a matriz acontecera
por duas rotas. Uma ocorre pela ativacdo pelos prétons H™ da enzima ATP-sintase, localizada
na membrana interna da mitocondria. A ATP-sintase, por sua vez, ativa a fosforilagao oxidativa
(ou seja, a conversdo de ADP + Pi em ATP), capaz de gerar 28 ATP por molécula de glicose,
ou seja, um processo com alta eficiéncia energética. Dessa forma, a dissipacdo do gradiente por
esta rota estd acoplada a respiracéo celular e producdo de ATP. A outra rota envolve a ativagédo
da UCP1, primariamente pelos prétons H*, no entanto, reconhece-se varios fatores que podem
aumentar tanto a transcricao desta proteina de membrana quanto sua ativagdo (GHESMATI, et
al. 2024; WHITE, DEWAL e STANFORD, 2019; NEGROIU, et al. 2024). Por exemplo, como
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ja mencionado acima, os 4cidos graxos diretamente ativam UCP1, e descreveremos a seguir a

ativacdo neural da UCP1 pelo sistema simpaético.

Uma vez ativada, a UCP1 permitira que prétons H* retornem a matriz mitocondrial
dissipando o gradiente. Neste processo, calor é gerado, desacoplando a dissipagdo do gradiente
com a producdo de energia. Além disso, ocorrera a potencializacéo da cadeia transportadora de
elétrons, que funcionara de forma proeminente para alimentar o gradiente que esta em processo
de ser eficientemente dissipado pela rota termogénica, via UCP1 e producdo de calor
(GHESMATI, et al. 2024; WHITE, DEWAL e STANFORD, 2019; NEGROIU, et al. 2024).

Considerando a regulacdo neural da termogénese no BAT, sabe-se que a ativacao da
UCPL1 pode ocorrer em resposta a sinalizacdo adrenérgica atraves do sistema nervoso simpatico
(MCNEILL, et al. 2021). As alteracdes de temperatura, provocadas pela exposi¢do ao frio,
estimulam os termorreceptores presentes na pele, que sdo responsaveis pela transducdo do
aumento ou diminuicdo da temperatura aos neur6nios sensoriais, sinalizando esta alteracdo pela
via sensorial ascendente para os ganglios da raiz dorsal, de onde segue para a porcao lateral do
nacleo parabraquial no tronco enceféalico. O nlcleo parabraquial envia projecdes para 0s
interneurdnios GABAGérgicos da area pré-Optica medial, inibindo estes neur6nios. A &rea pré-
oOptica medial, por sua vez, envia projecdes hipotalamo dorsomedial, atenuando sua inibicédo e
levando a ativacao de neurdnios na porc¢ao rostral do nucleo palido da rafe, que ativa neurdnios
na regido intermediolateral da medula espinhal. Esses neurdnios se interligam com os neurdnios
do ganglio estrelado, para que estes liberem noradrenalina e neuropeptideo Y para ativacao da
via de sinalizacdo adrenérgica no BAT, com consequente producdo de calor (MORRISON;
MADDEN; TUPONE, 2015).

Assim, apds a exposicdo ao frio, os neurdnios simpaticos liberam noradrenalina (NE)
da regido da sinapse. A NE se liga a varios receptores beta-adrenérgicos. Embora existam trés
tipos principais de receptores beta-adrenérgicos (B-AR), R1, B2 e B3, o que €
predominantemente expresso no BAT, e mais provavel de mediar a ativacdo pela estimulagéo
beta-adrenérgica € o receptor 3. Essa ligacdo ao receptor beta-adrenérgico causa a elevacéo
dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que facilita a ativagdo da proteina quinase
A (PKA). A PKA fosforila alvos a jusante, incluindo a proteina quinase ativada por mitégeno
p38 (p38 MAPK), a proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc (CREB), a lipase
horménio sensivel (Hsl) e o fator de transcri¢cdo Coativador gama 1-alfa do receptor ativado por
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proliferador de peroxissoma (PGCla) que estimula a transcricdo da UCP1 (figura 3). A
fosforilacéo de p38 e CREB inicia a ativacdo de genes envolvidos na termorregulacdo. No
mesmo momento, a Hsl promove a lipolise, liberando acidos graxos que se ligam diretamente
a UCP1, ativando-a em adipdcitos termogénicos. Assim, os acidos graxos livres contribuem

para 0 aumento da atividade da UCP1 (figura 4).
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Figura 3: Sistema simplificado da cascata de ativacdo molecular termogénica do BAT
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Figura 4: Principios basicos para a producéo de calor no BAT

O PGCla ativa também a isoforma « da CPT1 (CPT!«), que catalisa a etapa limitante
da oxidacdo de acidos graxos mitocondriais, promovendo o transporte de acil-coa para a matriz
mitocondrial (SCHLAEPFER and JOSHI, 2020). A ativacdo da CPT1a também favorece a
termogénese via aumento da expressédo de UCP1 (SCHREIBER et al., 2017).

Além da termogénese induzida pela via classica dos ligantes beta-adrenérgicos, outros
estudos demonstraram induzir, de forma independente a maquinaria termogénica no BAT,
destacando a complexidade da termorregulacdo. Alguns desses mecanismos envolvem
sinalizacdo por varios outros sinais externos, como horménios metabdlitos, os peptideos
natriuréticos atriais e acetilcolina (SAKAGUCHI, 2024).

1.4 Termorregulacéo

A flutuacdo circadiana da temperatura corporal é uma das saidas mais proeminentes e
estaveis do sistema temporal circadiano, e desempenha um papel importante na manutencéo da

homeostase energética ideal dia e noite (MIYAKE, et al. 2024).

Para todos os mamiferos, hd uma faixa de temperatura ambiente dentro da qual o

metabolismo geral do organismo, na auséncia de qualquer atividade fisica, gera calor suficiente
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como um subproduto do metabolismo em andamento continuo para que a sua temperatura
corporal predeterminada seja mantida. Essa faixa de temperatura € conhecida como zona
termoneutra (ZTN). Na ZTN destacam-se a temperatura ambiente critica inferior, onde os
mecanismos de producdo de calor (aumento de consumo de oxigénio) serdo acionados e a
temperatura critica superior, onde os mecanismos de dissipacdo de calor serdo acionados. Entre
os valores de temperatura critica inferior e superior, 0 organismo apresenta sua taxa metabolica
basal (TMB) (SCHIMIDT-NIELSEN, 1990).

A Tc dos camundongos esté sujeita a flutuagcbes marcantes ao longo de um periodo de
24 horas, mesmo quando alojados em condicdes ideais. E sua Tc pode cair vertiginosamente
guando enfrentam desafios ambientais. Como camundongos sdo animais noturnos, sua
temperatura durante a fase clara do ciclo circadiano, quando encontram-se na fase de repouso
ou pouca atividade sofre pouca variacao, ja na fase escura, onde estdo em atividade, a Tc destes
animais é mais labil e maior do que a fase clara (REFINETTI, 2010).

Na exposicdo moderada ao frio, um animal tentard inicialmente defender sua
temperatura corporal por meios energeticamente baratos, como vasoconstrigéo e piloerecéo, e
por mudancas na postura para diminuir a &rea de superficie de contato. Se tais medidas ndo se
mostrarem suficientes, o animal aumentara a sua producéo de calor endégena. Esse aumento
ocorrera inicialmente por meio da termogénese de tremores. Havendo contragdes musculares
involuntarias, liberando ATP, que sera hidrolisado e o calor seré liberado (figura 5) (CANNON
e NEDERGAARD, 2011).
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Figura 5: As consequéncias energéticas de diferentes temperaturas ambiente.

Em temperaturas acima da temperatura critica superior, o metabolismo ativa
mecanismos de resfriamento que o animal deve utilizar para diminuir a Tc. Ja na temperatura
critica inferior, o animal inicia a producdo de calor para defender a Tc (CANNON e
NEDERGAARD, 2011).

O reldgio molecular circadiano € um regulador crucial da termogénese do BAT. No
BAT, a expressdo circadiana do gene do reldgio Rev-erba atinge maiores valores de expressao
em anti-fase com o ritmo circadiano de Tc. Sugere-se que Rev-erbo atue como fator integrador,
capaz de modular a funcdo do BAT, principalmente pela capacidade de inibir a UCP1. A
regulacéo da expressdo do Rev-erba ndo esta diretamente associada ao frio, dessa forma, esta
rota circadiana de producdo da termogénese possa ser acionada por mecanismos internos de
ajustes termo-regulatdrios ou metabolicos, garantindo a manutencdo de Tc ndo s6 em situacdes
de defesa térmica a estresses ambientais (GERHART-HINES et al. 2013).

Ja foi demonstrado que, camundongos nocautes para Rev-erbo apresentam Tc mais alta
durante a fase de luz, indicando a necessidade de Rev-erbo para redugdo diaria da Tc, muito
provavelmente pelo seu efeito em reduzir a UCP1 no BAT e, consequentemente, a ritmicidade

termogénica. Estudos in vivo e in vitro mostram uma ligagéo direta entre esse gene e a expressao
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de UCP1 (WEST et al. 1999). A regulacdo do Rev-erba na expressédo da UCP1 no BAT parece
operar em paralelo a liberacdo de NE desencadeada pelo frio, pois camundongos sem receptores
beta-adrenérgicos ainda respondem ao frio com a reducao no Rev-erba (RAZZOLI, et al. 2018).
Portanto, o ritmo circadiano de expressao do Rev-erbo parece regular a atividade termogénica
do BAT, aumentando a Tc quando camundongos estéo acordados e potencialmente expostos a
condigdes ambientais adversas e diminuindo a termogénese durante o sono, quando estdo
tipicamente em abrigo protetor. No caso de o animal ser confrontado por um desafio repentino
de temperatura durante o sono, a reducdo rapida do Rev-erba facilitaria a indugédo apropriada
de programas termogénicos e a sobrevivéncia do organismo (GERHART-HINES et al. 2013).
Dessa forma, do ponto de vista molecular, o reldgio circadiano € fundamental para garantir as

oscilacdes de Tc via regulacdo da termogénese do BAT.

Nosso grupo de pesquisa mostrou que o isolamento social foi capaz de alterar o perfil
circadiano de expressao de Rev-erbo no BAT, de tal maneira que o pico de expressdo deste
gene ocorre de forma precoce, subsequentemente, um aumento de UCP1 em relacdo aos
animais agrupados. Este aumento pode ter favorecido o aumento de consumo de VO2 durante
a transicdo da fase clara para a fase escuro, e consequentemente, o pico circadiano de Tc
observado nos animais isolados (FERNANDES et al, 2023).

2. JUSTIFICATIVA

A temperatura do ambiente pode afetar de forma decisiva 0 metabolismo, a atividade
locomotora, o crescimento e desenvolvimento, o consumo alimentar e hidrico entre outros
aspectos da fisiologia e do comportamento dos animais. Sabe-se que camundongos alojados

individualmente preferem temperatura ambiente entre 30 e 31°C (GORDON et al, 1991).

Essa faixa de temperatura ambiente é equivalente a zona termoneutra do camundongo,
onde a taxa metabdlica e a perda de calor evaporativo estdo proximas dos niveis basais. Na
maioria dos biotérios, a temperatura ambiente € mantida em torno de 22°C. Por outro lado,
porgue os camundongos sdo mantidos em caixas de cinco ou mais, e, geralmente mantém
contato corporal proximo durante todo o dia, presume-se que o conforto térmico para grupos
de camundongos alojados em condic¢des padrdo ndo esteja comprometido (GORDON, 1985;
GORDON, 1993; GORDON et al, 1991). Assim, a interacao social é essencial para manter a
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homeostase térmica, permitindo economizar energia e a fisiologia de animais pequenos, como

0s camundongos mantidos em laboratério.

Em mamiferos, a Tc varia de acordo com fases do ciclo claro e escuro ambiental. Em
roedores de habitos noturnos, o pico dessa temperatura central ocorre no inicio da fase escura
(REFINETTI, 2010). Camundongos mantidos isolados por 28 dias alteram o perfil circadiano
da temperatura corporal central, mostrando um nadir reduzido durante a fase clara, embora
apresentem valores de pico semelhantes aos camundongos mantidos agrupados (FERNANDES
et al 2021). Interessantemente, animais isolados apresentam uma reducdo do ganho de peso
corporal, indicando alteracfes metabdlicas para a manutencdo da temperatura corporal central.
Assim, este estudo buscou investigar o impacto do isolamento social no metabolismo energético
e a participacdo do BAT nos mecanismos adaptativos desencadeados para a manutencdo do

ritmo da Tc através da ativacdo da termogénese.

3. HIPOTESE

O isolamento social € capaz de modificar a expressdo de UCPL1 e de genes do
relogio bioldgico no BAT, a fim de ativar a termogénese em camundongos fora da sua zona

termoneutra para adaptacdo do metabolismo energético desses animais.

4, OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral:

Avaliar a participacdo do BAT nas alteracdes metabdlicas induzidas pelo
isolamento social em camundongos mais distantes e mais proximos da zona termoneutra,
respectivamente nas temperaturas de 25°C e 28°C.

4.2 Objetivos especificos:
- Avaliar o efeito do isolamento social no ritmo circadiano de Tc e SLA 425°C e a28 °C
- Avaliar o efeito do isolamento social sobre a expressdo do gene Ucpl e das enzimas
relacionadas com a termogénese a 25°C e 28°C.
- Avaliar o efeito do isolamento social sobre o metabolismo energético, através do
monitoramento do volume do consumo de oxigénio (V0O2) a 25°C.
- Avaliar o efeito do isolamento social sobre a expressdo dos genes do relégio circadiano a
25°C e 28°C.
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- Avaliar o efeito do isolamento social sobre a ativacdo farmacol6gica do BAT pelo agonista
beta-3-adrenérgico a 25°C sobre a expressdo dos genes de reldgio e da via termogénica.

S. MATERIAIS E METODOS:

5.1 Animais:

Foram utilizados camundongos C57BL6/J-UNI machos de 7-8 semanas de idade,
provenientes do Biotérico Central da UFMG. Os animais permaneceram em ciclo claro e escuro
de 12:12 h (as luzes acenderam as 7:00 AM, ZTO0, 300 lux de luz branca), com temperatura
ambiente de aproximadamente 25+ 1 °C e 28 £ 1 °C, com racdo e agua ad libitum. O periodo
de habituacdo ao ambiente foi de uma semana. Apds esse periodo, os animais foram divididos
em: 1) Groupe housed (GH) ou grupo controle (4 animais/caixa); ou 2) Single housed (SH) (1
animal/caixa). O uso de maravalha teve uma quantidade criteriosamente padronizada para
impedir que os animais formassem ninhos, o que seria um fator que poderia influenciar a troca
de calor do animal com o ambiente. Sendo utilizado um protocolo de 28 dias de isolamento ou
agrupamento social. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (protocolo n° 11/2018).

5.2 Procedimentos cirdrgicos:
5.2.1 Implante de sensor de telemetria
Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina (cloridrato de Cetamina, Cetamin
80 mg/Kg, i.p.) e xilazina (cloridrato de xilazina, Anasedan 16 mg/Kg i.p.) para implante do
sensor de telemetria (modelo G2 EMitter, Mini-MitterCompany, Sun River, OR, USA) na
cavidade peritoneal para registro dos ritmos circadianos de atividade SLA e Tc. O procedimento
de locacdo do implante foi realizado sem que ocorre a implantacdo do sensor de telemetria em
outro grupo de animais, para mitigar os efeitos da recuperacao pés cirurgica. Este grupo de
animais foram eutanasiados para a remoc¢édo de tecidos e/ou registro de consumo de O2. A
cirurgia consistiu em uma incisao ventral de aproximadamente 1 cm realizada, seguida de uma
incisdo na linha alba do musculo reto abdominal, onde o sensor foi introduzido e fixado junto
a parede interna do musculo. Como medida profilatica, os animais receberam o antibiotico
cefalexina (34 mg/kg, via oral) 12 horas antes, imediatamente apos e 12 horas depois da

cirurgia, e uma injecdo do analgésico anti-inflamatorio (Banamine ®, 50 mg/ml, Schering-
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Plough) na dose de 1 mg/kg de peso corporal. Apenas um animal de cada caixa de camundongos
GH foi implantado com o sensor de telemetria. Apos o periodo de recuperagéo da cirurgia, esses

animais voltaram para 0s seus respectivos grupos e os animais do grupo SH permaneceram

sozinhos.
6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL:
6.1 Experimento 1: O efeito do isolamento social sobre os ritmos diérios de Tc
e SLA & 25°C e 28°C:

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito do isolamento social nos ritmos diarios de
SLA e Tc durante o isolamento social para possivel confirmacao do padrdo do registro e dados
anteriormente gerados pelo grupo de pesquisa. Ap6s uma semana da implantacdo dos probes
de telemetria, as caixas contendo um animal implantado dos grupos Agrupados e Isolados foram
posicionadas sob uma placa de receptora ER-4000 Energizer/Receiver, Mini-Mitter Company,
Sun River, OR, USA) conectada em série a um computador pessoal contendo o software de
aquisicdo de dados (VitalView ® Data Acquisition System, Software version 4.0), e a partir de
entdo os registros foram iniciados. Os registros ocorreram por 28 dias mantidos em temperatura
ambiente de 25°C e 28° C. Sendo 25°C mais proximo da temperatura dos laboratérios de
experimentacdo em que normalmente ficam acondicionados. E 28°C sendo mais proxima da
zona termoneutra desses pequenos animais (~30°C).

6.2 Experimento 2: O efeito do isolamento social sobre metabolismo energético
a 25°C:

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito do isolamento social sobre parametros
metabolicos. O consumo alimentar e peso corporal dos animais agrupados e isolados foi
avaliado semanalmente. Sendo a funcdo metabolica estimada pelo consumo continuo de
oxigénio (VO?2) e liberagdo de géas carbbnico através da calorimetria de fluxo indireto (LE405
Gas Analyzer, Panlab Harvard Apparatus, Spain). Durante a Gltima semana do protocolo de
isolamento, os animais foram colocados individualmente na camara de acrilico, onde
permaneceram por 10 minutos para a aclimatacdo. Apos 28 dias do inicio do protocolo o
consumo de VO2 foi medido individualmente nos ZTs 1 a 3 e ZTs 11 a 14. O registro foi
realizado a cada minuto usando o sistema computadorizado (Metabolism, Harvard Apparatus,
Spain) e ocorreram em temperatura ambiente de 25+ 1 °C. O expoente de 0,75ml de VO2 para

a escala alométrica da funcdo metabdlica foi utilizado (WEST et al, 1979). A razéo entre o
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volume de CO2 e o de O2 foi calculada para expressao a taxa respiratoria dos animais nas

diferentes condigGes experimentais.

6.3 Experimento 3: Efeito do isolamento social sobre a expressédo dos genes da
via termogénica e dos genes de reldgio no BAT a 25°C e 28°C:

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito do isolamento social sobre expressao
dos genes da via termogénica e dos genes de reldgio no BAT no ZT1 e ZT10. No 28° dia de
isolamento ou agrupamento, ocorreu a eutanasia nos Zts 1 e 10 e o BAT interescapular foi
retirado para extracdo de RNA (RT-PCR), e PCR quantitativo (QPCR) dos seguintes genes de
interesse: Cptla, Pgcla, UCPI1, Rev-erb-a, Perl, Per2 e Bmall, e para 0 gene normalizador
Rpl37. Foi utilizado par de primers especificos para a espécie, que foram feitos 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) (Tabela 1). O BAT foi homogeneizado
em TRIzol (Thermo Fisher Scientific, USA), e a extracdo total e purificagdo do RNA foi
realizada de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A concentragéo total de RNA foi
determinada usando o spectofotometro (Nanodrop, USA), e 1ug de amostra utilizado para
transcricao reversa com a enzima Superscript I11 Reverse Transcriptase, prime Randon e outros
reagentes de acordo com as instrugdes do fabricante, gerando o DNA complementar (CDNA)
para que seja realizado o PCR quantitativo (QPCR).

O gPCR foi realizado em placas de 96 pocos, utilizando iTag™ universal SYBR®
Green supermix (BioRad, E.U.A). Os ensaios foram realizados em um termociclador
QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR (Thermo Fisher, USA) para selecionar o ciclo de
temperatura, seguiu-se as instrucdes do fabricante do Supermix: 10 ciclos a 95 °C por 30
segundos seguido por 50 ciclos de 15 segundos a 95 °C e, 1 segundo a 60 °C. Com posterior
analise da curva de Melt. As solucBes para cada gene continham: os primers antisenso e senso
(300nM), o iTag™ universal SYBR® Green supermix e agua livre de nuclease (Nuclease-Free
Water, Ambion, E.U.A).

A andlise da amplificagdo foi realizada pelo nimero de ciclos equivalente a intersecéo
da curva com o limiar, sendo denominado de ciclos de temperatura (CT) que foram utilizados
para a analise do RNAm relativo. Os dados foram analisados pelo método AACT (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). O ACT foi encontrado pela diferenga do valor médio das duplicatas do
gene de interesse e do normalizador (Rpl37). A maior média de ACT apresentado pelos animais
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agrupados (controle) foi utilizada como calibrador. O AACT foi obtido a partir da subtragdo de

cada valor de ACT pela média escolhida do ACT. Este valor foi utilizado como uma exponencial

negativa na base 2 (2-AACT).

Tabela 1: Sequéncias de primes usados na analise por RT- gPCR

Gene (numero de acesso)

Primers

Rpl37a
(NM_009084.4)

Forward: 5'-CGGCGACATGGCTAAACG-3'
Reverse: 5'-ACGGCTCGTCTCTTCATCTTG-3’

Bmall Forward: 5'-AAGCTTCTGCACAATCCACAGCAC-3’
(NM_001243048) Reverse: 5'-TGTCTGGCTCATTGTCTTCGTCCA-3’
Perl Forward: 5-AGCAGGTTCAGGCTAACCAGGAAT-3'
(NM_0011065.3) Reverse:5-AGGTGTCCTGGTTTCGAAGTGTGT-3’
Per2 Forward: 5'-ACCCTGAAAAGGAAGTGCGA-3'
(NM_011066.3) Reverse:5'-GCCATATCTTCTACCGTCTCTAGC-3’
Ucpl Forward: 5'-CAGCTTGCCTGGCAGATATCA -3’
(NM_009463.3) Reverse: 5'-TTGGATCTGAAGGCGGACTT -3’
Cptla Forward: 5'- CTCCGCCTGAGCCATGAAG-3’
(NM_013495.2) Reverse: 5'- CACCAGTGATGATGCCATTCT-3’
Pgcla Forward: 5'-CCAGAGTCACCAAATGACCCC-3’
(NM_008904.2) Reverse: 5'-GAGGACTTGCTGAGTTGTGC-3’
Rev-erb-a Forward: 5-AAGACATGACGACCCTGGAC-3'
(NM_145,434.4) Reverse: 5'-CCATGCCATTCAGCTTGGTAAT-3’

Hsl Forward: 5'-GGGAGGGCCTCAGCGTTCTCACA 3’

(NM_001039507.2)

Reverse: 5'-ATAGCACGGAGCTGGGTGAGG —3'

6.4 Experimento 4: Efeito do isolamento social sobre a ativacao farmacoldgica

do BAT & 25°C:

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito do isolamento social sobre a

estimulagdo farmacoldgica do BAT. A termogénese do BAT foi estimulada através da ativacdo

do receptor seletivo Ps-adrenérgico (B3AR), utilizando o agonista CL-316,243 (1mg/Kkg,

Sigma-Aldrich) em dosagem ja padronizada para ativagdo da termogénese sem tremores do

BAT (ZOU et al, 2017). Apos 28 dias mantidos nas condigdes de isolamento ou agrupamento,

0s animais foram injetados entre os ZTs 2 e 3 e eutanasiados 2 horas depois da injecéo do
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agonista ou salina para coleta do BAT interescapular e analise da expressdo génica (conforme
descrita no experimento 3). O experimento foi realizado em temperatura ambiente de 25° C.

7. ANALISE ESTATISTICAS:

A variagdo circadiana de SLA e Tc, assim como a ingesta alimentar e ganho de peso
corporal foram analisadas pela ANOVA de duas vias seguida de pds-teste Tukey. Para as
analises de Cosinor foram utilizados os registros de telemetria na resolucdo de 6-min dos 28
dias de registro dos animais mantidos no ciclo luz/escuriddo de 12h:12h. Para as anélises
estatisticas dos parametros circadianos de mesor, amplitude e acrofase foi utilizado teste t-
Student ndo-pareado. Os resultados de VO2 e VCO2 foram analisados por test t.

A andlise da expressdo génica nos diferentes delineamentos foi feita por ANOVA de
duas vias seguida de Sidak, quando o fator tempo foi considerado uma variavel dependente ou
por teste t quando o tempo nao foi considerado uma varidvel dependente.

As analises estatisticas e os graficos foram realizados no programa Graph Pad Prism
9.0.

8. RESULTADOS:

Em relacdo aos experimentos realizados a 25 + 1 °C, observamos que a média da Tc e SLA
em cada ZT ao longo de 28 dias de registro seguiu um perfil circadiano dessas variaveis (figuras
6a e c). Entretanto, observamos que os animais isolados apresentaram uma diminuicao do valor
de nadir do ritmo de Tc na fase clara, tendo apresentado também menor mesor em comparacgao
com os agrupados (figura 6b). A amplitude do ritmo de Tc aumentou e do ritmo de SLA
diminuiu nos animais isolados, quando comparados com os agrupados (figuras 6a e d). As
acrofases dos ritmos de Tc e SLA ndo diferiram entre camundongos isolados e agrupados
(figuras 6b e d).

Conforme podemos observar na figura 6e, o isolamento social levou a um menor ganho de
peso corporal ao longo das 4 semanas. O ganho de peso foi menor nos animais isolados, quando
comparados com os agrupados a partir do inicio da segunda semana de protocolo. Observamos
gue esse menor ganho de peso nos animais isolados nao foi relacionado com menor consumo
alimentar, j& que ndo houve diferenca no consumo de racdo entre os animais agrupados e
isolados. O consumo alimentar foi relacionado a fase do ciclo, sendo maior em ambos 0s grupos

durante a fase escura, em que o0s animais sdo mais ativos (Figura 6f).
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O VO2 consumido foi mensurado para caracterizacdo adicional dos efeitos do isolamento
social nos parametros metabolicos no inicio da fase clara e no inicio da fase escura, e com ele
observamos que ndo houve diferenca estatistica no VO2 consumido no inicio da fase clara (ZTs
1-3) entre os animais isolados e agrupados, porém, no inicio da fase escura (ZTs 11-14) houve

um aumento do consumo de VO2 nos animais isolados (figura 6g).
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Figura 6: Dados de registros telemétricos de temperatura abdominal (a) e atividade locomotora
esponténea (¢) de camundongos agrupados (n = 5) ou isolados (n = 5) na temperatura de 25 + 1 °C.
Curva ajustada (Analise de Cosinor) da temperatura média (b) e atividade (d) registrada em
camundongos agrupados ou isolados. Em b e d, linhas tracejadas paralelas aos eixos X e y, indicando
respectivamente o mesor e a acrofase da oscilacdo; a seta desenhada em cada grafico representa a
amplitude da oscilagdo; a area cinza representa a fase escura. Ganho de peso corporal de camundongos
agrupados (n = 16) e isolados (n = 16) medido ao longo de 28 dias (e). Média da ingestdo alimentar ao
longo das semanas em cada fase do ciclo circadiano (f). Consumo de oxigénio (VO2) medido no tempo
zeitgeber (ZT) 1-3 de camundongos agrupados (n = 6) e isolados (n = 6); e medido em ZT11-14 (ZTO
= 7:00 h) de camundongos agrupados (n = 10) e isolados (n = 9) (g). Os resultados séo apresentados
como média = SEM. Asterisco significa a diferenca estatistica entre agrupados e isolados, e letra a
significa a diferenca entre fase clara e fase escura (ANOVA de duas vias seguida de Tukey). #, significa
a diferenca estatistica entre agrupados e isolados (teste t).

A partir da avaliacdo do VO2 observamos que 0s animais isolados apresentaram uma
menor razdo de troca respiratoria, quando comparados aos animais agrupados (figura 7a) e

maior gasto energético em comparagdo com os animais agrupados (figura 7b).
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Figura 7: Dados da razédo de troca respiratoria e gasto energético medido no zeitgeber time (ZT) 1-3
de camundongos agrupados (n = 5) e isolados (n = 4); (ZT0 = 7:00 h)) na temperatura de 25 + 1 °C. Os
resultados sdo apresentados como média = SEM. Asterisco significa a diferenca estatistica entre
agrupados e isolados, (ANOVA de duas vias seguida de Tukey).

O desafio adrenérgico foi realizado a 25 = 1 °C, mostrando que o agonista B3AR CL-
316,243 aumentou acentuadamente a expressdo do gene Ucpl no BAT de camundongos
agrupados em relagdo ao grupo controle injetado com salina, mas ndo houve aumento da
expressdao de Ucpl no BAT dos camundongos isolados (figura 8a). O tratamento com o CL-
316,243 aumentou a expressao da lipase hormdnio sensivel (Hsl) nos animais agrupados, um
alvo secundario da estimulagdo pelo B3AR. Porém, a expressdo de Hsl nos camundongos
isolados néo foi afetada, sendo a sua expressao menor, quando comparada com a expressao dos
animais agrupados (figura 8b). Por outro lado, o estimulo com o agonista B3AR CL-316,243
aumentou a expressdo de Rev-erba e Pgcla no BAT de camundongos isolados, mas ndo
aumentou a expressdo nos animais agrupados (figura 8c). Os niveis de ambos 0s transcritos
(Rev-erba e Pgcla) foram mais elevados nos animais isolados do que nos animais agrupados,
apos a estimulacdo adrenérgica (figura 8c e d). Nao houve efeito significativo do tratamento
com o CL-316,243 na expressdo do gene Cptla nos camundongos agrupados e isolados (figura
8e).



31

404 101

w
=1
.

e Group-housed

n
(=3

e Single-housed

relative mRNA
relative mRNA

o

i Fﬁ

= T
Vehicle B3ADR agonist

o

c) Rev-erb-o. d) PGC1a e) CPT1a

relative mRNA
£
o3
relative mRNA
g =
L e p
relative mRNA
P P
L
LN ]
[ ]

Vehicle BJADRIagonist

hil ~E ==

Vehicle B3ADR agonist Veﬁicle B3ADR‘agonisl

Figura 8: Transcrigdes de Ucpl (a), Hsl (b), Rev-erb-a (c), Pgcla (d) e Cptla (¢) no BAT de
camundongos agrupados e isolados mantidos em 25 + 1 °C. Os resultados sdo apresentados como média
+ SEM em relacdo a média de expressdao minima encontrada no veiculo tratado de cada condicdo de
alojamento. Os valores de expressdo do transcrito génico foram normalizados por Rpl37a. Asterisco
significa veiculo versus agonista B3ADR, e # significa alojado em grupo versus alojado individualmente
analisado por ANOVA de duas vias seguido de Tukey.

Em relacdo aos experimentos realizados & 28 + 1 °C, observamos que a média de Tc e
SLA em cada ZT ao longo de 28 dias ndo apresentou diferenca entre os grupos (figuras 9a e c).
Entretanto, observamos que os animais isolados apresentaram uma diminui¢do do mesor do
ritmo de Tc, o que pode ser explicado pela tendéncia apresentada pelos animais isolados em
apresentar valores de Tc mais baixos do que os agrupados (figura 9b). Além de Tc e SLA
continuarem apresentando variagdes ritmicas, observamos que ndo houve diferenca estatistica
em relacdo a amplitude do ritmo. As acrofases dos ritmos de Tc e SLA ndo diferiram entre
camundongos isolados e agrupados (figuras 9b e d). Conforme observamos na figura e, o
isolamento social a 28°+1, ndo foi capaz de alterar significativamente o ganho de peso ao longo
das semanas, chegando ao fim dos 28 dias com peso semelhante aos animais agrupados.
Observamos também que ndo houve diferenga no consumo alimentar entre os grupos de animais
isolados e agrupados, sendo o consumo alimentar relacionado a fase do ciclo circadiano de claro

e escuro, sendo maior em ambos os grupos durante a fase escura, em que 0s animais sdo mais
ativos (Figura 9f).
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Figura 9: Dados de registros telemétricos de temperatura abdominal () e atividade locomotora
espontanea (c) de camundongos agrupados (n = 5) ou isolados (n = 5) alojados em uma temperatura de
28°+1. Curva ajustada (Analise de Cosinor) da temperatura média (b) e atividade (d) registrada em
camundongos agrupados ou isolados. Em b e d, linhas tracejadas paralelas aos eixos x e y, indicando
respectivamente o mesor e a acrofase da oscilacdo; a seta desenhada em cada gréafico representa a
amplitude da oscilagdo; a rea cinza representa a fase escura. Ganho de peso corporal de camundongos
agrupados (n = 16) e isolados (n = 16) medido ao longo de 28 dias em uma temperatura 28°t1 (e).
Meédia da ingestéo alimentar ao longo das semanas em cada fase do ciclo circadiano (f) em animais
alojados em uma temperatura 28°+1. Os resultados sdo apresentados como média = SEM. Asterisco
significa a diferenca estatistica entre agrupados e isolados, e a letra a significa a diferenca entre fase
clara e fase escura (ANOVA de duas vias seguida de Tukey). #, significa a diferenca estatistica entre
agrupados e isolados (teste t).

Analisamos a expressdo génica do mRNA da Ucpl, Pgcla e Cptla no BAT de
camundongos isolados e agrupados a uma temperatura de 28 + 1°C no inicio e no final da fase
clara, Ztl e Zt10, respectivamente. A expressao do mRNA de Pgclo e Ucpl foi menor nos
animais isolados no inicio da fase clara (figura 10a), ou seja, inicio da fase de inatividade desses

animais. Conforme j& descrito, 0 Pgcla € ativado pela PKA, na cascata de ativacdo da
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termogénese no BAT, apds a ligacdo da NE nos receptores e elevacdo do AMPc (GHESMATI,
et al. 2024). O Pgcla um fator de estimulo para a transcrigdo de Ucpl (GERHART-HINES et
al.,2013). Conforme podemos observar, 0 mRNA de Pgcla e Ucpl se normalizam no fim da
fase clara (Zt 10), ndo apresentando diferenca estatistica entre os animais agrupados e isolados
(figura 10e). J& em relacdo ao Cptla, apesar da tendéncia em reducdo deste transcrito (t-test:
p=0,08) ndo foram observadas diferencas estatisticas entre agrupados e isolados.
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Figura 10: Transcri¢des de UCP1 (a,d), PGCla (b,e), CPTla (c,f) no tecido adiposo marrom obtidos
no zeitgeber time (ZT1) e no ZT10 de camundongos alojados em uma temperatura de 28°+1. Dados sdo
expressos como média + SEM. Os valores de expressao do transcrito génico foram normalizados por
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Rpl37 e pela condicdo Group-housed em cada ZT. *ComparacOes foram realizadas através do teste t
ndo pareado. NS indica que ndo foram encontradas diferencas estatisticas.

Quando analisados os genes do reldgio circadiano no BAT de animais agrupados e

isolados no inicio e final da fase clara, observamos uma menor expressdo de mRNA de Per2

no Zt1 nos animais isolados (figura 10b). N&o havendo diferenca persistente quando avaliamos
no fim da fase clara. Sabe-que a proteina PER2 ativa transcricionalmente a expressao de Ucpl
e que ha uma reduzida expressdo de UCP1 de camundongos com deficiéncia de Per2 apos
exposicdo ao frio (SCHIBLER, 2024). Previamente, nosso grupo reforcou estes dados da
literatura (Fernandes et al, 2023), mostrando que durante o isolamento o ritmo circadiano da

expressao é perdido, refletindo na perda do aumento de Per2 no final da fase clara.

Os genes Bmall e Perl ndo apresentaram diferencas estatisticas entre 0s grupos e fases
do ciclo (Fig.11a, c, d e f).
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Figura 11: Transcricdo de genes de relégio da alca principal do relégio molecular no tecido adiposo
marrom (BAT) obtidos no zeitgeber time ZT 1 e ZT10 de camundongos alojados em uma temperatura
de 28°+1. Dados s&o expressos como média + SEM. Os valores de expressao do transcrito génico foram
normalizados por Rpl37a e pela condicdo Group-housed. Comparacdes foram realizadas através do teste
t ndo pareado. NS indica que ndo foram encontradas diferencas estatisticas.
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Quando avaliamos a expressdo de mRNA de Rev-erba no Ztl e Zt10, ndo encontramos
diferengas estatisticas entre os grupos, apenas uma tendéncia de elevacdo no Ztl de animais
isolados (figura 12a). E conforme demonstrado por Gerhart-Hines e colaboradores (2013), o
gene Rev-erba inibe diretamente a transcricdo de Ucpl, o que poderia explicar uma menor
expressdo de Ucpl nesse mesmo Zt no grupo isolado, pois de acordo com os achados desses
autores, camundongos knockout para esse gene respondem ao frio com aumento na expressao

de Pgcla, sugerindo uma regulacao paralela dessa transcricdo sob um BAT ativado, porém, 0s
nossos dados ndo confirmam esse achado da literatura.
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Figura 12: Transcri¢do do gene Rev-erba pertencente a alga acessoria do relégio molecular no tecido
adiposo marrom (BAT) obtidos no zeitgeber time ZT1 e ZT10 de camundongos alojados em uma
temperatura de 28°+1. Dados sdo expressos como média + SEM. Os valores de expressdo do transcrito
génico foram normalizados por Rpl37a e pela condi¢do Group-housed. Comparac¢des foram realizadas
através do t-test ndo pareado. NS indica que ndo foram encontradas diferencas estatisticas.

9. DISCUSSAO

O principal achado do nosso estudo foi que a falta de interacéo social, um componente
essencial da termorregulacdo, leva a uma reducdo do ponto mais baixo (nadir) e a um pico
circadiano regular no ritmo de Tc de camundongos a 25 °C enquanto em condic¢des sub-neutras
de ambiente (~28 °C) os valores de nadir e pico circadiano ndo diferiram entre camundongos
agrupados e isolados. A falta do componente comportamental da termorregulacdo pode ter
ativado alteragdes moleculares no BAT para garantir o ritmo de Tc em condigdes de
temperatura ambiente mais distante da termoneutralidade. De fato, o estudo mostrou que em

resposta a estimulacdo adrenérgica, animais isolados ndo elevam a expressao de Ucpl e Hsl e
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sim um aumento de Rev-erba € Pgcla no BAT. Além disso, em condic¢Bes sub-neutras, animais
isolados apresentam uma menor expressdo do mRNA de Pgc/a, Ucpl e Per?2 restrita ao inicio
da fase clara. Estes resultados apontam para uma alteracdo no programa transcricional do BAT

induzida pelo isolamento social que depende da temperatura ambiente e do horario do dia.

Em relacdo ao horério do dia, mostramos anteriormente que a expressdo de Ucpl no
BAT estd aumentada no ZT14 nos animais isolados comparada aos agrupados (FERNANDES
et.al., 2023). Este resultado somado ao maior aumento no consumo de VO2 no intervalo entre
0 ZT11-14 (dados do presente trabalho) nos permite inferir que a capacidade termogénica do
BAT pode estar aumentada na condicéo de isolamento social. Esse dado vai de encontro ao ja
exposto na literatura, pois conforme Gordon (2012), camundongos isolados apresentam uma
maior termogénese do BAT e uma maior concentracdo de UCP1, em comparacdo com animais

agrupados.

O isolamento social também levou a reducdo do ganho de peso corporal, quando
realizado a uma temperatura de 25 + 1°C, sem alteracfes na ingestdo de alimentos, sugerindo
que o isolamento social aumenta o gasto de energia, como uma forma de garantir o aumento
circadiano de Tc durante a fase escura. Em contrapartida, préxima a termoneutralidade (28 + 2
°C) ndo foram observadas diferencas na Tc ou no ganho de peso corporal entre 0s animais

isolados e agrupados.

E conforme exposto por Gordon (2012) o comportamento de aglomeragdo tem como
objetivo principal ser a resposta de um grupo de animais para limitar fisicamente a perda de
calor no frio, tendo o impulso para amontoar-se em camundongos um impacto na dindmica da
regulacdo da temperatura quando alojados em grupos, e essa aglomeracdo em camundongos
reduz a taxa metabdlica basal e o consumo de alimentos em ambientes frios, o que poderia
justificar nossos achados de menor peso nos animais isolados fora da termoneutralidade. Além
disso, mostramos que camundongos isolados exibiram um aumento do consumo de VO2

durante a transi¢éo para o inicio da fase escura do ciclo.

Achados anteriores do nosso grupo mostraram que alterages temporais induzidas pelo
isolamento social na expressao de Rev-erba no BAT podem ser responsaveis pela ativagédo da

termogénese. Embora as nossas descobertas ndo tenham estabelecido uma relagéo causal entre
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Rev-erba, Ucpl e Tc, elas indicaram uma reprogramacédo temporal da transcricdo génica no
BAT de animais isolados (FERNANDES, et al. 2023).

O gasto de energia é resultado das alteracbes em quaisquer uma destas variaveis: TMB,
atividade locomotora ou ingestdo de alimentos (ABREU-VIEIRA et al. 2015). No presente
trabalho, a ingestdo de alimentos foi semelhante entre camundongos agrupados e isolados tanto
préxima quanto fora da zona termo-neutra. Ja animais isolados mostraram reducéo da atividade
locomotora na fase escura. Por outro lado, mostraram um aumento do metabolismo basal no
inicio da fase escura fora em condigdes fora da termoneutralidade. Este aumento de consumo
de VO2 dependente da hora do dia pode explicar a redugédo do ganho de peso corporal observada

em animais isolados.

A razdo de troca respiratoria (Respiratory Exchange Rate, RER) é definida como o
volume de diéxido de carbono liberado sobre o volume de oxigénio absorvido durante a

respiracdo. E um niimero adimensional utilizado para o calculo da taxa metabdlica basal:
RER = Vol CO2 liberado/ Vol O2 absorvido

Em condicdes basais, 0 RER normalmente reflete o quociente respiratorio (PERONNET
e MASSICOTTE, 1991) ou seja, a estequiometria de CO2 produzido em relagdo ao O2
consumido pela oxidagdo metabdlica da glicose em comparacdao com o0s acidos graxos. Assim,
analisando a oxidacdo dos diferentes substratos energéticos temos que, para o0s carboidratos
oxidados através da respiracdo aerdbica hd uma proporc¢éo igual de liberacdo de gas carbdnico
(CO2) e consumo de oxigénio (O2). Isso implica que cem por cento dos carboidratos €
consumido para produzir ATP, tendo um RER igual a 1,0. Na matriz mitocondrial, os acil-Coas
vindo da degradacdo dos acido- graxos passam pelo processo de beta-oxidacdo resultando na
formacdo de acetil-Coa que serd o substrato respiratorio. Este processo ndo gera dioxido de
carbono, por isso, o resultado é a reducdo da producdo de CO2 para cada molécula de oxigénio
consumida, tendo como resultado um RER de 0,7. J& quando a proteina é o substrato
respiratdrio, também ha uma reducdo da produgdo de CO2 e o RER ¢é igual a 0,9 (PATEL, et
al. 2023).

O isolamento social provocou uma diminui¢do da RER, e um maior gasto energetico,
guando comparado com 0s animais agrupados. Mostrando que os animais que enfrentaram o

desafio do isolamento fora da sua zona termoneutra tiveram um RER entre 0,7 e 0,8, tendo
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como predominancia de lipidios como principal substrato energético, o que pode estar
diretamente relacionado com um menor ganho de peso ao longo das semanas. Diferente dos
animais agrupados, que apresentaram RER préximo de 1,0, o que indica a predominancia do
carboidrato como substrato energético. Como ja visto por Ravussin (2012), ha um maior gasto
de energia em camundongos isolados fora da sua termoneutralidade, devido as demandas
energéticas aumentadas, mostrando que a temperatura ambiente deve ser cuidadosamente

considerada ao quantificar o metabolismo energético em roedores.

Em camundongos a relacdo do gasto energético total com a temperatura ambiente tem
uma forma de "U", com um menor gasto energético total ocorrendo entre 30°C e 40°C, ou seja,
dentro da sua zona de termoneutralidade, embora essa relacdo possa ser alterada por diversos
fatores, como o peso corporal (TAM et al, 2012). E conforme exposto por Gordon (1998),
camundongos isolados, aclimatados a 22°C, quando colocados em gradientes de temperatura,
preferem valores de temperatura ambiente mais quentes, de aproximadamente 30°C, sendo a

temperatura de preferéncia, similar a sua zona de termoneutralidade.

Os receptores Pz adrenergicos sdo encontrados em alta densidade em tecidos adiposos,
sendo o tecido adiposo branco inerte em relagdo ao consumo de oxigénio, e a resposta a sua
estimulacdo emana principalmente do BAT (CANNON e NEDERGAARD, 2011). Portanto, a

ativacdo desses receptores leva a inducdo da termogénese do BAT.

Sabe-se que o silenciamento dos receptores 3 compromete genes essenciais para a
termogénese, metabolismo de acidos graxos e massa mitocondrial (CERO, et al. 2021). Dessa
forma, avaliamos a resposta dos genes envolvidos com a estimulacdo adrenérgica em animais

isolados e agrupados fora da zona termoneutra.

N&o houve aumento do mRNA da Hsl e Ucpl no BAT dos animais isolados ap6s o
tratamento com agonista B3ADR, confirmando uma auséncia de resposta do tecido ao estimulo
do agonista, uma vez que Hsl é um alvo da estimulagdo adrenérgica. A Hsl é uma enzima chave
envolvida na liberacéo de acidos graxos livres por meio da quebra de triglicerideos. A ativacdo
de B3ADR no BAT aumenta a produgdo de AMPc, que ativa PKA desencadeando a fosforilagdo
de Hsl. Conforme demonstrado por Fedorenko e colaboradores (2012), o aumento do acido
graxo livre celular ativa diretamente a Ucpl, o que explica o aumento concomitante de Ucpl e

Hsl em camundongos agrupados apos a estimulagdo com o agonista.
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Porém, ha de se observar que, conforme exposto por Cannon e colaboradores, a resposta
do BAT pode néo representar a verdadeira capacidade do tecido, pois além dos receptores Ps,
outros receptores adrenérgicos podem ser necessarios para provocar a resposta adrenérgica
total, tais como o P1 e 0 a-adrenérgico. Por isso, ha de se salientar que com o tratamento
realizado pudemos avaliar a resposta via receptor 33 € ndo a contribuigéo total da NE agindo
em outros receptores. Além disso, pode ter havido uma dessensibilizacdo dos receptores
adrenérgicos para a condicdo de isolamento. E sabido que a exposicdo prolongada ao frio ou
repetidas doses de agonista adrenérgico leva a dessensibilizacdo da sinalizacdo adrenérgica
(HERTEL et al, 1984). Embora o tratamento utilizado foi de dose unica, durante o protocolo de
isolamento, o nadir do ritmo de Tc foi mais baixo, mantendo o animal mais resfriado, pelo
menos durante a fase clara. Isso pode ter deflagrado mecanismos de compensacéo térmica

semelhante a adaptacdo a exposicdo prolongada ao frio ambiental.

Achados de Nam (2016) mostraram que Rev-erba promove adipogénese e
desenvolvimento do BAT, além de modular sua capacidade de resposta a estimulos externos.
Como ambos contribuem para a capacidade termogénica total, essas camadas de acdo do Rev-
erbo. podem refletir a complexidade dos papeis regulatérios de longo prazo em relacdo aos
agudos de um mecanismo de controle temporal nesse 6rgdao. Conforme demonstrado por
Fernandes e colaboradores (2023), o isolamento social avancou o pico de expressdo de Rev-
erba, que ocorreu mais cedo, na fase de luz, resultando na reducdo de sua expressao no ZT14
no BAT, sendo acompanhado de um aumento da expresséo de Ucpl. Em contrapartida, ndo
houve alteracdo de mesor e amplitude de oscilacdo diéria de Rev-erba no BAT, reforcando uma

reprogramacao temporal do BAT induzida pelo isolamento social.

Entdo levantamos a hip6tese de que a adaptacdo temporal do BAT de camundongos
isolados pode envolver mudancas no reldgio circadiano desse tecido. Avaliamos genes do loop
de feedback negativo que regula o relégio circadiano, Perl/Per2, e do loop de feedback
positivo, Bmall (BUHR e TAKAHASHI, 2013). O gene Per2, que inibe a atividade
transcricional do heterodimero CLOCK/BMALL, pode ativar transcricionalmente a expressao
de UCP1, promovendo termogénese (D. NAM et al. 2016) sob a estimulacdo do agonista
B3ADR. De fato, observamos uma reducédo da expresséo de Per2 no ZT1. N&o foram avaliadas,

contudo, as concentracdes de mMRNA de Per2 no BAT apos a estimulagdo adrenérgica.
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Por outro lado, a descoberta notavel de um aumento de Rev-erba ap6s o tratamento com
0 agonista B3BADR pode explicar o fato de ndo ter havido alteracdo na UCP1 nos animais
isolados. Pois, conforme descrito anteriormente por Gerhart-Hines (2013), 0 Rev-erba € um

regulador negativo da expressdo de UCP1.

Ainda em resposta a estimulacdo adrenérgica, camundongos agrupados nao
apresentaram alteracdes em Cptla e Pgclo. No entanto, camundongos isolados aumentaram a
expressao de Pgcle, indicando que este fator de transcricdo pode ser um alvo das adaptacdes
do BAT induzidas por isolamento social & estimulacdo adrenérgica. Curiosamente,
camundongos knockout para Rev-erbo. respondem ao frio com aumento na expressao de Pgcla,
sugerindo uma regulacdo paralela dessas transcricdes sob um BAT ativado (GERHART-
HINES, et al. 2013). Embora ndo demonstrado em adip6citos marrons, é tentador especular que
0 aumento de Pgcla encontrado em camundongos isolados pode ter sido responsavel pelo
aumento de Rev-erba apés a injecdo com B3ADR.

Considerando que a temperatura ambiente da maioria das instalacdes de animais é em
torno de 20-22 °C, o que esta dentro da zona de conforto térmico de humanos vestidos; no
entanto, abaixo da zona termoneutra de camundongos, o protocolo de isolamento realizado a
25 + 1 °C estd mais alto do que a maioria das instalacdes de animais, mas ainda mais baixo do
gue a zona termoneutra de camundongos. Assim, consideramos que em torno de 25 + 1 °C, o
desafio térmico tenha sido significativo para animais isolados, o que pode explicar as diferengas
encontradas entre agrupados e isolados neste protocolo. De fato, o isolamento social quando
realizado a 28 + 2 °C ndo levou a alteracdes no ritmo de Tc e SLA, ganho de peso corporal ao
longo das semanas e consumo alimentar, reforcando a ideia de os fen6tipos observados em 25
+ 1 °C dever-se ao maior desafio térmico encontrado nesta faixa de temperatura pelos animais
isolados. De fato, alojamento a 20-24°C induz um estresse crénico pelo frio que pode
influenciar os resultados metabolicos em experimentos (APPANA, et al. 2023).

Os mamiferos sdo animais endotérmicos, ou seja, sdo capazes de manter a temperatura
corporal central constante atraves da producdo de calor pelo metabolismo interno. No entanto,
essa capacidade de termorregulacéo ativa, apresenta uma grande desvantagem, visto que o0 seu
custo energético significativo requer um maior consumo de oxigénio (U-DIN, et al. 2023), tal

afirmacéo pode explicar o fato de ndo termos encontrado alteracGes quanto ao ganho de peso
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corporal quando comparamos 0s animais isolados e agrupados na temperatura condizente com
a sua zona termoneutra (28 + 2 °C).

Para melhor avaliar o impacto da termoneutralidade na adaptacdo metabdlica do BAT
de animais isolados, avaliamos, a expressdo do seu mRNA da Ucpl, Pgcla, Cptle no inicio e
fim da fase clara (ZTs 1 e 10 respectivamente), uma vez que eles participam da biogénese
mitocondrial e a termogénese adaptativa no BAT (GOFFART e WIESNER, 2003).

O Pgcla € um coativador transcricional que regula além da biogénese mitocondrial,
varios processos metabdlicos, tais como a homeostase energética e termogénese (NOMURA,
et al. 2024). Nos nossos achados, a expressdao de mMRNA do Pgcla e Ucpl esta diminuida no
BAT de camundongos isolados em termoneutralidade na fase clara do ciclo. Reforcando os
achados da literatura de que o0 Pgc/a atua aumentando o estimulo de transcri¢do da UCP1, visto
que hd uma relacéo correspondente na expressao reduzida do transcrito. No fim da fase clara
(Zt10), porém, ndo héa diferenca entre os grupos, indicando a importancia da regulagdo temporal
para 0s mecanismos de compensagdo dos animais isolados na ativacéo de Pgcla e expresséo
de Ucpl no BAT.

Salientamos que na zona termoneutra os animais isolados ndo sdo expostos ao desafio
do frio, 0 que pode estar regulando, negativamente, a expressdo do Pgcla, pois 0 aumento da
sua expressdo seria fundamental para uma elevacdo adaptativa do gasto energético e da
producdo de calor, regulando o metabolismo de todo o corpo. Especulamos entdo, se a
expressdo de Pgcla e, consequentemente da regulacdo negativa da termogénese, estaria
relacionada sob influéncia circadiana, uma vez que ocorrem dependente do horario do dia.
Além disso, conforme mencionado anteriormente, camundongos knockout para o gene Rev-

erbo. respondem ao frio com aumento na expressao de Pgcla.

Sabemos que a base das oscilacdes circadianas envolve dois loops de feedback
interconectados, e 0 gene Per2 constitui uma das por¢des negativas, inibindo a transcricdo de
CLOCK-BMAL. O gene Per2 interage com o receptor nuclear Rev-erbo para sincronizar o loop
de feedback positivo e negativo (BUTTGEREIT, et al. 2015). Porém, Per2 desempenha um
papel mais proeminente no reldgio circadiano do que Per1, pois, conforme Kim e colaboradores
(2018), camundongos mutantes para o0 gene Per2 mostraram um periodo circadiano mais curto
do que camundongos selvagens, e reduzem a expressao de Perl no NSQ, indicando que Per2

regula Perl. Nossos dados mostram uma diminui¢do da expressao de mMRNA de Per2 no BAT
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dos animais isolados no ZT1, coincidindo com uma menor expresséo de UCP1, confirmando
os dados da literatura, visto que Per 2 ativa transcricionalmente a expresséo de UCP1, quando
ha exposic¢do ao frio, 0 que poderia estar relacionado com o aumento da tolerancia ao frio
(NAM, et al. 2015).

Além dos efeitos fisiologicos e metabolicos, o isolamento social pode ter um impacto
significativo no bem-estar emocional e psicoldgico dos animais. Estudos demonstram que 0
isolamento social pode induzir comportamentos relacionados ao estresse, como aumento da
ansiedade e da depressdo, ou que pode interferir em diversos processos biolégicos, incluindo a
regulagdo da temperatura corporal. Em camundongos, o isolamento social tem sido associado
a uma maior expressdo de marcadores de estresse, como 0 aumento do cortisol, 0 que pode
alterar ndo apenas a resposta ao estresse térmico, mas também outros sistemas biolégicos, como
o sistema imunolégico (Cacioppo et al., 2015). Além disso, o isolamento pode levar a
hipoatividade, possivelmente associado a uma reducdo no prazer de explorar o ambiente, o que
pode alterar o gasto energético e o metabolismo (Kikusui et al., 2006). Esse contexto emocional
pode, portanto, ser um fator mediador adicional para os resultados observados na
termorregulagéo, principalmente em modelos experimentais em que os animais sao submetidos
a desafios sociais e térmicos simultaneos. Estudos mais aprofundados sobre a interacdo entre
estresse emocional e termorregulacdo seriam necessarios para compreender melhor as

interaces complexas entre os aspectos comportamentais e a termorregulacéo.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o isolamento social pode modificar significativamente a
termorregulacdo e o metabolismo energético em camundongos, especialmente quando o0s
animais sao expostos a temperaturas fora da zona termoneutra. A reprogramacgéo do BAT, com
alteracdes na expressao de genes termogénicos e a mudanca no substrato energético utilizado,
sugere que o isolamento social imp6e um desafio térmico adicional aos animais, exigindo
adaptacdes fisiologicas. Embora o isolamento social ndo tenha afetado diretamente o consumo
alimentar, os camundongos isolados apresentaram um aumento no gasto energético e uma
reducdo no ganho de peso corporal, possivelmente devido ao maior uso de lipidios como fonte
de energia. Além disso, o impacto emocional do isolamento social, como 0 aumento do estresse,

pode ter um papel mediador nas respostas observadas. Esses achados ressaltam a importancia
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de considerar tanto os aspectos fisioldgicos quanto os emocionais no estudo da termorregulaco

e metabolismo em modelos animais.
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