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RESUMO

Ramos Lobo AM. Alteracdo dos ritmos diarios de temperatura e atividade motora
provocada pelo diabetes induzido por estreptozotocina em ratos Wistar. [dissertacao
(Mestrado em Ciéncias)] — Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2013.

Nos mamiferos, os nucleos supraquiasmaticos coordenam a ritmicidade bioldgica,
regulando os ritmos circadianos e sazonais do organismo. A melatonina, horménio
produzido principalmente pela glandula pineal, é conhecida por ser um importante
agente regulador dos ritmos enddgenos, incluindo atividade motora (AM) e
temperatura corporal (TC), sendo a sua producéo influenciada por diversos fatores,
como por exemplo, o diabetes mellitus tipo | (DM1). No rato, o DM1 promove a
diminuicdo da TC, da AM e da sintese de melatonina, e o tratamento com insulina
reverte tanto o efeito sobre a média da TC quanto sobre a sintese de melatonina,
porem nado reverte a diminuicAo da media da AM. No entanto, ainda ndo séo
conhecidos, nesse modelo experimental, os perfis diarios da TC e da AM,
marcadores do sistema circadiano. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os
efeitos do DM1 sobre os ritmos de TC e AM, seus parametros ritmicos (MESOR,
amplitude e acrofase), peso e glicemia, assim como as modifica¢gdes resultantes dos
tratamentos tardios e precoces com insulina (6U/dia) (INSt e INSp), melatonina
(0,5mg/kg/dia) (MELt e MELp) ou ambos (INS+MELt e INS+MELp). Ratos Wistar
(200-250q), implantados com um transmissor tiveram sua temperatura e atividade
motora registradas com um sistema de telemetria durante 55 dias. Apds uma
semana de registro, o diabetes foi induzido com estreptozotocina (60mg/kg) e os
animais divididos em seis grupos: INSt, MELt, INS+MELt iniciando os tratamentos
apos 33 dias de diabetes, e INSp, MELp, INS+MELp, tratados apdés de 3 dias da
indugéo, passando por um intervalo de 15 dias sem tratamentos e restituidos por
mais 15 dias. O grupo controle foi injetado com veiculo (tamp&o citrato).Trinta e trés
dias de diabetes levaram a ruptura do ritmo de TC junto com a reducgdo da TC
media, e a diminuicdo da AM com alteracdo do seu ritmo. Os tratamentos (INSt e
INS+MELt) reverteram o quadro, sendo o INS+MELt mais eficiente. MEIt restaurou
apenas alguns parametros ritmicos, sendo mais eficiente sobre a AM. O grupo
controle ndo apresentou modificagdes na TC nem na AM ao longo do experimento.
Trés dias de DM1 alteraram o ritmo da TC, mas ndo o de AM nem as medias de TC
e AM. Os tratamentos precoces restauraram as alteracbes do diabetes no ritmo de
TC. A interrupcao dos tratamentos diminuiu as médias de temperatura e atividade e
alterou parcialmente os ritmos. A restituicdo dos tratamentos melhorou o quadro
diabético, porem diferente do controle. Esses resultados mostram que, além da
hipotermia, a redugéo de peso, a hiperglicemia e a diminuicdo na media da atividade
motora, o estado diabético leva a uma ruptura do ritmo diario de TC e uma forte
alteracdo no ritmo de AM. Os tratamentos INSt e INS+MELt revertem os efeitos
deletérios, sendo mais eficiente quando combinado com a melatonina. A MEIt atenua
os efeitos deletérios, sendo mais evidente na AM. A acao da insulina é mais rapida,
mais duradoura e mais eficiente do que a melatonina, a qual tem melhor acdo sobre
a atividade, e essas melhoras sdo dependentes da continuidade dos tratamentos.

Palavras-chave: Ritmos biolégicos. Diabetes. Temperatura corporal. Atividade
motora. Insulina. Melatonina.



ABSTRACT

Ramos Lobo AM. Streptozotocin-induced diabetes disrupts body temperature and
home cage activity daily rhythms in Wistar rats. [Masters thesis in Human Physiology]
— Sé&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2013.

In mammals, body temperature (BT) and home cage activity (HCA) rhythms are two
of the diverse rhythms in the body regulated by the circadian pacemaker located in
the suprachiasmatic nuclei (SCN), and are considered “marker rhythms” of the
circadian pacemaker. Melatonin, the pineal gland hormone, is a major regulator of
the endogenous rhythms including BT and HCA. Its production is influenced by many
factors, such as type 1 diabetes mellitus. In rats, T1DM leads to hypothermia and
reduced melatonin synthesis and HCA,; insulin treatment reestablishes normal BT
and melatonin but not HCA. However, the BT and HCA rhythms, in this experimental
model, remain unknown. The present work studied the effects of diabetes on the BT
and HCA rhythms and the possible modifications resulting from early and late
treatment with insulin (6U/day) (L-INS and E-INS), melatonin (daily 0.5mg/kg) (L-MEL
and E-MEL), or both (L-INS+MEL and E-INS+MEL) on daily BT and HCA rhythms, its
rhythmic parameters (MESOR, amplitude and acrophase), glycaemia and body
weight on streptozotocin-induced (60mg/kg) Wistar rats (250g) for 55 days. After a
week of control registration, diabetes was induced by a streptozotocin injection
(60mg/kg) and the animals were divided in six groups: L-INS, L-MEL, L-INS+MEL,
starting treatments after 33 days of diabetes, and E-INS, E-MEL, E-INS+MEL,
treated after 3 days of diabetes for 15 days, with an interval of 15 days off treatments
and then restored for 15 more days. Control group was injected with citrate buffer.
Thirty tree days of diabetes led to hypothermia and loss of BT rhythm, reduced HCA
and its rhythm altered. L-INS and L-INS+MEL treatments reverted to normal, being L-
INS+MEL more efficient. L-MEL restored some of the rhythmic parameters but had
no effect on body weight and glycaemia. BT and HCA rhythms were not modified in
control group. Three day diabetes altered BT, but not HCA rhythms nor mean BT and
HCA. All early treatments reverted alterations in BT rhythm; however E-MEL had no
effect on body weight and glycaemia. Interruption of treatments reduced mean BT
and HCA and altered their rhythms. Restitution of treatments attenuated the
deleterious effects, but did not restore normal parameters. Taken together, T1DM
leads to disruption of BT and alteration of HCA rhythms. Late treatments with insulin
restore normal rhythms, being more efficient when combined with melatonin.
Melatonin attenuates the deleterious effects, being more evident on HCA. Insulin
effects are faster, last longer and are more efficient than melatonin, which are more
evident in HCA, and these effects depend on the maintenance of the treatments.

Keywords: Biological rhythms. Diabetes. Body temperature. Home cage activity.
Insulin. Melatonin.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Parametros que definem uma oscilacdo circadiana...............ccccceeeeeeeeee. 20
Figura 2 — Sistema de temporizacao do sistema circadiano na sintese de

01T =] g - VPRSPPI 22
Figura 3 — Desenho experimental dos tratamentos tardios............cccccceeveeevveviinnenne, 35
Figura 4 — Desenho experimental dos tratamentoS PreCoCEeS ........cccevvueeeeeeerinnnnnnne. 36
Figura 5 — Perfil diario do ritmo de temperatura corporal de um animal do grupo
diabético tratado tardiamente CoOm iNSUlING ..........coooeeiiiiiiiiiiiiiiii e 41
Figura 6 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo do
grupo diabético tratado tardiamente com insSulina. .............ccceeeieeiiiiiiii e, 43
Figura 7 — Média da temperatura dos periodos controle (CT), diabético (D) e tratado
com insulina (DI) do animal representado na figura b .........cccooiiiiiiiiiiiiinee e, 45
Figura 8 — Média da atividade motora dos periodos controle (CT), diabético (D) e
tratado com insulina (DI) do animal representado na figura 6 ............cc.cccoceiieiennnnee. 45
Figura 9 — Perfil diario da temperatura corporal de um animal representativo do
grupo diabético suplementado tardiamente com melatonina................cccevvieeeeeennnns 47
Figura 10 — Perfil diario da atividade motora de um animal representativo do grupo
diabético suplementado tardiamente com melatonina...............cccoeviiieiiiiiiiieneeeeeenns 49
Figura 11 — Media da temperatura corporal dos periodos controle (CT), diabético (D)
e suplementado com melatonina (DM) do animal representado na figura 9. ............ 51
Figura 12 — Média da atividade motora dos periodos controle (CT), diabético (D) e
suplementado com melatonina (DM) do animal representado na figura 10. ............. 51
Figura 13 — Perfil diario de temperatura corporal de um animal representativo do
grupo diabético tratado tardiamente com insulina e melatonina....................ovvvvvnnns 53
Figura 14 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo do
grupo diabético tratado tardiamente com insulina e melatonina.....................ouvvvnne. 55

Figura 15 — Média da temperatura corporal dos periodos controle (CT), diabético (D)
e tratado com insulina e melatonina (DIM) do animal representado na figura 13 .....57
Figura 16 — Média da atividade motora dos periodos controle (CT), diabético (D) e

tratado com insulina e melatonina (DIM) do animal representado na figura 14 ........ 57
Figura 17 — Perfil diario do ritmo de temperatura corporal de um animal

representativo do grupo diabético tratado precocemente com insulina .................... 61
Figura 18 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo do
grupo diabético tratado precocemente com iNSUlNA ..............uvviiiiiieeeeeeieieieeeiiiinens 63

Figura 19 — Media da temperatura corporal dos periodos controle (CT), diabético
(D1), tratamento precoce (DI1), tratamento interrompido (D2) e a restituicdo do
tratamento com insulina (DI2) do animal representado na figura 17......................... 65
Figura 20 — Média da atividade motora dos periodos controle (CT), diabético (D1),
primeiro tratamento (DI1), tratamento interrompido (D2) e a restituicdo do tratamento
com insulina (D12) do animal representado na figura 18 ............cccoeevieieiiiiiiiiiiiinnnnns 65
Figura 21 — Perfil diario do ritmo de temperatura corporal de um animal
representativo do grupo diabético suplementado precocemente com melatonina....67
Figura 22 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo do
grupo diabético suplementado precocemente com melatonina................cccoevvvvvvnnnns 69
Figura 23 — Média da temperatura dos periodos controle (CT), diabético (D1),
primeira suplementacao (DM1), suplementacéo interrompida (D2) e a restituicdo da
suplementacao com melatonina (DM2) do animal representado na figura 21 .......... 71



Figura 24 — Média da atividade dos periodos controle (CT), diabético (D1), primeira
suplementacao (DM1), suplementacao interrompida (D2) e restituicao da
suplementacdo com melatonina (DM2) do animal representado na figura 22 .......... 71
Figura 25 — Perfil diario do ritmo de temperatura corporal de um animal
representativo do grupo diabético tratado precocemente com insulina e melatonina73
Figura 26 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo do
grupo diabético tratado precocemente com insulina e melatonina. .......................... 75
Figura 27 — Média da temperatura dos periodos controle (CT), diabético (D1),
primeiro tratamento (DIM1), tratamento interrompido (D2) e restituicdo do tratamento
com insulina e melatonina (DIM2) do animal representado na figura 25 .................. 77
Figura 28 — Média da atividade dos periodos controle (CT), diabético (D1), primeiro
tratamento (DIM1), tratamento interrompido (D2) e restituicdo do tratamento com

insulina e melatonina (DIM2) do animal representado na figura 26.......................... 77
Figura 29 — Variagéo de peso corporal e glicemia de animais diabéticos tratados
precoce ou tardiamente Com INSUNNG..........ooiiiiiiiiiiiii e 81
Figura 30 — Variagdo de peso corporal e glicemia de animais diabéticos
suplementados precoce ou tardiamente com melatonina............cccccceeveeeeeeiiineeeeeennns 82
Figura 31 — Variagéo de peso corporal e glicemia de animais diabéticos tratados
precoce ou tardiamente com insulina e melatonina.............cccccceeivieeviiii v, 83

Figura Al — Perfis diarios dos ritmos de temperatura e de atividade motora de um

ANIMAI CONTIOIE ...t e e e e e e e e e eeeeananae 103
Figura A2 — Perfis diarios dos ritmos de temperatura de animais diabéticos tratados
TAIAIAMENTE. ... e et ettt a e e e e e e e e e e e e enrrraaaa 104
Figura A3 — Perfis diarios dos ritmos de temperatura de animais diabéticos tratados
1 <Tode Yo =T 0 0[] o] (= PP 105
Figura A4 — Perfis diarios dos ritmos de atividade motora de animais diabéticos
tratados tardiamENTE. ........ii e 106

Figura A5 — Perfis diarios dos ritmos de atividade motora de animais diabéticos
tratadoS PreCOCEMENTE. ...cciiiiiii et e e e e et e e e e et e e e e e e et e e e e e aataaeeeeeeenes 107



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Parametros ritmicos da temperatura corporal nos diferentes tratamentos

162 10 1101 3SR 58
Tabela 2 — Parametros ritmicos da atividade motora nos diferentes tratamentos

162 10 1101 3SR 59
Tabela 3 — Parametros ritmicos da temperatura corporal nos diferentes tratamentos
(O] <Tol 016 SRR 84

Tabela 4 — Parametros ritmicos da atividade motora nos diferentes tratamentos
(1 <Tol 0167 PP 85



LISTA DE ABREVIATURAS

AANAT — Arialguilamina N-acetiltransferase

ANOVA — Método de Analise de variancia

AM — Atividade motora

ATP — Adenosina tri-fosfato

CEEA — Comisséao de Etica em Experimentacdo Animal
COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
DM1 — Diabetes mellitus do tipo |

DM2 — Diabetes mellitus do tipo Il

DNA — Acido desoxirribonucleico

EPM — Erro Padrédo Médio

GLUT — Transportador de glicose

GLUT2 — Transportador de glicose tipo 2

HIOMT - Hidroxindol-oxi-metiltransferase

ICB — Instituto de Ciéncias Biomédicas

IDF — Federagao Internacional de Diabetes

IML — Coluna Intermediolateral

MESOR - Valor médio da funcao biolégica ajustada a uma curva Coseno
NAD" — Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

NO — Oxido nitrico

NSQ — Nucleos Supraquiasmaticos

PARP — Enzima poli-ADP-ribose polimerase



PI13K — Fosfatidil Inositol 3 Quinase

PVN — Nucleo Paraventricular

SIDA — Sindrome de imunodeficiéncia adquirida
STZ — Estreptozotocina

T3 — Triiodotironina

T4 - Tiroxina

TAM — Tecido Adiposo Marrom

TC — Temperatura Corporal

TPH — Triptofano Hidroxilase

ZT — Zeitgeber Time



SUMARIO

L INTRODUGAO . ...ttt ene e, 17
1.1 RItMOS DIOIOQICOS .o 17
1.2 Caracteristicas d0S ritmoS CirCaAdiaNOS . ......uuuuuiiiiieiieee e 19
1.3 Controle neural da sintese de melatonina........cccccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiccec, 21
1.4 Glandula pineal @ melatonina..........cccooeiiiiiiii i 23
ST B = o= =2 24
1.6 Diabetes, atividade motora, temperatura corporal e melatonina.................. 26
1.7 JUSHITICALIVA .. ettt e e e e e e e e eeees 30
2 OBJETIVOS .ot a e 31
3 MATERIAL E METODOS ......cviiieieeetie et ettt eee ettt eteeeteeeve e aaeanees 32
O N o 10 = 1 U PPPPPPPPPPPRR 32
3.2INducao de diabetes POr STZ ... 32
3.3 Tratamento COM INSUING . ....oooiiii e e 33
3.4 ATEriGa0 da gliCemIUA ....ueiii e 33
3.5 Suplementag8o COmM MElAtONINEA . .......uuuuiiiii e 33
3.6 Sistema de telemetria e analises ritMiCas ............oovvvvviviiiiiiiiie s 33
3.7 Desenho experimental ... 35
3.7.1 Tratamentos tardiOS .........uuiiiiiiiiiie et e et e e e e e e eeeee 35
3.7.2 TratamMeENTIOS PrECOCES. .. .ccuuiitu ettt e et et e e et e e e et e et e et e e e e esaaeaannaees 36
3.8 ANAlISE ESTALISTICA . .uuuueiiii i e —————- 36
S U AN B 1 1 TP 38
4.1 ANIMais diADLICOS ... 38
4.1.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora......... 38
4.1.2 Caracteristicas metabOliCas .............uuuuiiiiiiiiieei e 39
4.2 Tratamento tardio COM INSUIIN@ .....uuuuiiiiiiiiiee e 39
4.2.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora......... 39
4.2.2 Caracteristicas metabOliCas .............uuuuiiiiiiiiii e 40
4.3 Suplementacdo tardia com melatonina ...t 46
4.3.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora......... 46
4.3.2 Caracteristicas metabOliCas .............uuuuiiiiiiiii e a7
4.4 Tratamento tardio com insulina e melatonina..........coooovvveiiieeeevieiiine e 52

4.4.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora......... 52



4.4.2 Caracteristicas MetabOliCAS ......cuveie e 53

4.5 TratamMeENTOS PIrECOCES ...ivuuiiii ettt ee et et e et et e et e et e et e et e e et e e ean e e aseeanns 60
4.6 Tratamento precoce COM iNSUING .......oiiiiiiiiiii e 60
4.6.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora......... 60
4.6.2 Caracteristicas metabOliCas ............uuuuuiiiiiiiiiieie e 61
4.7 Suplementacdo precoce com MelatonNina .........oooevviiiiiiiiiiiinie e 66
4.7.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora......... 66
4.7.2 Caracteristicas metabOliCas .............uuuuiiiiiiiiiee e 66
4.8 Tratamento precoce com insulina e melatonina...........ccccceeeeeevveiiine v, 72
4.8.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora......... 72
4.8.2 Caracteristicas mMetabOliCas ...........uuuuuuiiiiiiiiieeeeei e 72
4.9 InterrupGao dos tratamentosS PreCOCES ...ccoevvuniieiieiiiiee e e e 78
4.10 Restituicdo do tratamento com iNSUlNA..........ccovviiiiiiiiiiiiiie e 78
4.10.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora ...... 78
4.10.2 Caracteristicas metabOliCas ............uuiiiiiiiiiiiiii e 79
4.11 Restituicdo da suplementacdo com melatonina..........ccccceeeeevviiiiiieeeeennnnnnn. 79
4.11.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora ...... 79
4.11.2 Caracteristicas metaboliCas ............uuiiiiiiiiiiiii e 80
4.12 Restituicdo do tratamento com insulina e melatonina.............ccccevvvvvviinnnns 80
4.12.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora ...... 80
4.12.2 Caracteristicas metaboliCas ............uuiiiiiiiiiiiiiie e 81
B DISCUSSAD ... .cuiiieiiiietee ettt sttt sttt b ettt et st se e s e e 86
B CONCLUSAD ... ittt ettt nene e 94
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt n e neeeenens 95
APENDICES ..ottt ettt ettt ettt s et e b s st se et s 103
APENDICE A — Figuras SUPIEMENLAIES ..........c..ccuiieeieeeeeeeeeeeee e eeee s, 103

APENDICE B — Artigos de PeriOTICOS ........c.eecurierieieitieieeeceeceeeie e eee st sre e, 108



17

1 INTRODUCAO

1.1 Ritmos bioldgicos

Os ritmos bioldgicos circadianos, ubiquos nos seres vivos, constituem uma
adaptacdo altamente eficiente uma vez que garantem a relacdo temporal entre 0s
seres vivos e seu meio ambiente, em geral sincronizada pelo ciclo claro escuro do
dia e da noite. Para isso, o sistema de temporizagcdo circadiana, organiza
temporalmente todos os processos fisiologicos e comportamentais de forma que os
sistemas funcionais no organismo se expressam com intensidades e qualidades
diferentes de acordo com a hora do dia, garantindo, assim, essa relacdo temporal
vital entre 0s seres vivos e seu ambiente, contribuindo com a sobrevivéncia
individual e da espécie (Cipolla-Neto, 1988).

A persisténcia da ritmicidade circadiana em um ambiente carente de pistas
externas sugere a existéncia de um sistema que mantém a organizacdo temporal
interna, chamado de oscilador interno (Benstaali et al., 2001).

A capacidade do oscilador interno de ajustar sua frequéncia a dos ritmos
ambientais é chamada de sincronizacdo. Os diversos ciclos ambientais capazes de
regular o periodo e a fase dos osciladores internos sdo chamados de Zeitgebers, em
alemao, “doador de tempo” (Zeit=tempo; Geber=doador), “sincronizadores”, ou
“agentes arrastadores” (Cipolla-Neto, 1988).

Para a maioria dos organismos, e principalmente os roedores, o agente
sincronizador mais importante é o ciclo claro/escuro, porem outros fatores
ambientais periddicos também podem cumprir o papel de agentes sincronizadores,
como a temperatura ambiental, os ciclos de disponibilidade de alimento, fatores
sociais, etc (Cipolla-Neto, 1988).

Apesar dos varios ritmos de um organismo estarem sincronizados entre si,
eles apresentam uma dispersdo de fase ao longo do dia. Assim, diversos ritmos
biolégicos exibem seus picos de maximo (hora do dia em que € mais provavel que a
variavel estudada atinja seu valor maximo na oscilagdo) em diferentes momentos do
ciclo de 24 h. No entanto, a relacdo de fase entre eles & estavel, garantindo a
manutencdo da ordem temporal interna circadiana (Cipolla-Neto, 1988). Isto significa

gue os ritmos de sistemas e 6rgdos de um organismo mantém relacdes de fase
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estaveis entre si e com o ciclo claro escuro ambiental (Marques, Menna-Barreto,
2003).

A nivel sistémico, a ritmicidade circadiana (circa = aproximadamente; diana =
referente a um dia) depende do oscilador central, capaz de impor sua frequéncia de
oscilacdo aos outros osciladores presentes no organismo. OS marca-passos
circadianos podem ser Unicos como 0S nucleos supraquiasmaticos (NSQ) em
roedores, ou multiplos, como os NSQ e a pineal em aves (Cipolla-Neto, 1988). O fato
dos osciladores centrais serem capazes de impor seu periodo aos osciladores
secundarios caracteriza uma hierarquia funcional dentro da estrutura multioscilatoria
dos vertebrados. A ablacdo neonatal dos NSQ em ratos elimina permanentemente
os ritmos de atividade locomotora e de ingestdo de agua, 0 que sugere que outras
areas do cérebro ndo tém a capacidade de reorganizar e suprir a funcao
desempenhada pelos NSQ (Marques et al., 1997). Por outro lado, varias secre¢cfes
enddcrinas podem, por sua vez, influenciar o periodo e a sincronizagdo do oscilador
central. Isso indica que osciladores subordinados, como algumas glandulas
endocrinas, podem retroagir, modulando a funcdo dos osciladores centrais. A
hierarquia da estrutura multioscilatéria dos vertebrados mencionada acima depende
da modulacao por retroalimentacdo dos outros osciladores periféricos para que se
dé a sua expressao funcional.

Em nivel comportamental, a estrutura circadiana dos surtos de atividade e de
repouso é fundamental para observar as outras distribuicdes temporais. Atividade e
repouso sao categorias definidas, em geral, a partir da observacdo comportamental.
Desta forma, distinguem-se da vigilia e o sono, cuja caracterizacdo basica provém,
principalmente, da analise de parametros fisiologicos (atividade elétrica cerebral,
muscular, ocular, parametros neurovegetativos, etc.). Nem sempre a categoria
atividade, comportamentalmente definida, corresponde a um estado fisiolégico de
vigilia; assim como o repouso comportamental nem sempre corresponde a estados
de sono, fisiologicamente definidos (Cipolla-Neto, 1988). Por outro lado, o ritmo de
temperatura € um dos diversos ritmos no organismo regulado pelo sistema oscilador
circadiano. Devido a sua robustez e a facilidade relativa para seu monitoramento, foi
estabelecido como um dos “ritmos marcadores” do marca-passo circadiano
(Hanneman, 2001; Kelly, 2006; Minors et al.,, 1996). Scheer et al. (2005)

descreveram um efeito dual dos NSQ na termorregulacdo de ratos, levando a
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diminuicdo da temperatura corporal durante a fase clara e ao aumento durante a
fase escura, independentemente da atividade motora. Além disso, os NSQ sé&o
fundamentais para a determinacdo dos ritmos metabdlicos tais como as mudancgas
na glicemia, no cortisol e melatonina plasmaticos (Goncharova et al., 2005; Korkmaz
et al., 2009; la Fleur et al., 2001a,b; Peschke et al., 2006, 2007; Reiter et al., 2009).
Na década de 60 se acreditava que, em roedores noturnos, o0 aumento na
atividade durante a fase escura do ciclo claro/escuro poderia ser responsavel pelo
pico diario da temperatura (Abrams, Hammel, 1965). Contudo, De Castro (1978)
concluiu que no rato a variacdo diaria da temperatura central é produto do ciclo
diario de atividade e do ciclo diario do limite superior da termorregulacdo; o limite
inferior € mantido constante. Atualmente ainda esta em discussdo se os ritmos de
temperatura e atividade dos ratos sdo controlados pelo mesmo oscilador ou por

osciladores diferentes no NSQ.

1.2 Caracteristicas dos ritmos circadianos

O termo ritmo biolégico é aplicado a qualquer oscilagdo de uma variavel
biolégica, seja qual for o nivel de organizacdo considerado, que se repete com 0
mesmo periodo. O periodo € entdo o intervalo de tempo em que um ciclo se
completa (Figura 1). Cada um dos valores que a variavel assume durante um ciclo
define uma fase do ritmo. Apesar de fase significar cada um dos momentos de um
ritmo, esse termo é empregado para exprimir os estados de um processo ou de um
ciclo ambiental. Assim, no ritmo de atividade fala-se de “fase de repouso” e “de
atividade”; no ciclo de um dia, designa-se a “fase clara” e “escura”; no ciclo de

temperatura, distingue-se a “fase quente” da “fase fria” (Marques et al., 1997).
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Figura 1 — Parametros que definem uma oscilagao circadiana.
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Oscilacdo de uma func¢éo biolégica hipotética ajustada a uma curva coseno e 0s parametros ritmicos
gue a definem. A duracéo do ciclo completo (periodo) é aproximadamente de 24 h. A amplitude é
uma medida do grau de variagdo dentro da oscilagdo, ou seja, € a diferenca entre o valor maximo (ou
minimo) e o valor médio.

Fonte: Adaptado de Cardinali et al., 1994,

Para poder estudar a varidvel biolégica desejada, sdo utilizadas funcdes
matematicas como o ajuste da oscilacdo a uma fungdo coseno, conhecido como o
método do Coseno ou Cosinor. Na curva ajustada, o valor médio da oscilacdo é
chamado de MESOR (Midline Estimating Statistic Of Rhythm), e a medida do tempo
transcorrido entre um instante de referencia e o instante no qual é maior a
probabilidade de ser encontrado o maximo € chamada de acrofase. A duragcédo da
oscilacdo é definida como periodo e a medida do grau de variagcdo dentro da
oscilacdo (entre o valor maximo ou minimo e o MESOR) é chamada de amplitude.
Com esses parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase) e a curva ajustada €
possivel definir qualquer funcdo biolégica no tempo. No caso das varidveis com
oscilacdo diaria que estdo sincronizadas ao ciclo claro-escuro, o periodo é definido e
de 24 h.

Um organismo sadio € caracterizado por um alto grau de ordem temporal na

sua organizacao circadiana, também chamado de acoplamento, entre os osciladores



21

do organismo, que resulta em seu funcionamento coordenado ou ordem temporal
interna (Marques, Menna-Barreto, 2003). Os desvios desta ordem temporal interna
(desacoplamento) podem caracterizar uma doenca cronica. Um indicador da
alteracao cronobiolégica consiste na diminuicdo da amplitude dos ritmos (Cardinali et
al., 1994).

A adaptacado temporal envolve diversas etapas, todas elas mediadas pelo
oscilador interno, permitindo ao organismo organizar recursos e atividades antes da
ocorréncia do momento em que sejam necessarios (Pittendrigh, 1960). Assim, as
transicBes entre estados, como do sono a vigilia ou do jejum & alimentacdo, na
verdade, sdo preparadas progressivamente, antes que o individuo acorde ou se
alimente. Por sua parte, também é observado esse fendmeno de antecipacdo nas

migracdes sazonais.

1.3 Controle neural da sintese de melatonina

Em mamiferos, a informacédo das condi¢cdes de luminosidade ambiental chega
as retinas sendo captada pelas células ganglionares e levada até a glandula pineal,
gue na fase escura tem um aumento do seu produto de secrecdo, o hormdnio
melatonina (Figura 2).

O sistema neural responsavel pela sintese de melatonina envolve o nucleo
paraventricular (PVN), na sua porcdo parvicelular, que através de vias diretas e
indiretas, projeta-se sobre a coluna intermediolateral (IML) da medula espinhal. As
fibras pré-ganglionares simpaticas projetam-se sobre o ganglio cervical superior que,
por sua vez se projeta sobre a glandula pineal.

A producédo de melatonina se déa de forma ritmica e circadiana devido a um
controle direto dos nucleos supraquiasmaticos sobre o PVN. Os NSQ orquestram os
ritmos circadianos através da informacao temporal por vias neurais e humorais.

Nos mamiferos de habito diurno, os NSQ modulam o sistema nervoso
autonbmico e permitem o controle simpatico do metabolismo, fenébmeno do
amanhecer. Nesse momento, o contetdo plasmatico de epinefrina, norepinefrina, e o
cortisol estao elevados. O sistema de temporizacdo circadiana faz com que, no
periodo de maior atividade e alimentacéo, os tecidos sejam mais tolerantes a glicose
além de aumentar a sensibilidade a insulina. No final dessa fase, as retinas sao

expostas a escuriddo e tem inicio o processo de sintese de melatonina pela glandula
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pineal. Ao mesmo tempo, 0s NSQ bloqueiam a tonicidade simpética e permitem o
controle parassimpatico do metabolismo, fenbmeno do entardecer. A presenca de
luz durante a fase escura induz uma reacéo de alerta com mobilizacdo do sistema
simpatico, sendo este um efeito mascarador (neste caso, tratando-se de um
processo externo que produz a modificacdo da expresséo do ritmo biolégico, chama-
se mascaramento externo). Os NSQ inibem a secre¢do de melatonina da pineal e,
dependendo do momento da noite em que ocorre a foto-estimulacéo, atrasa o pico
da melatonina se for ao comeco da noite ou adianta-o no dia seguinte se ocorrer no
fim da noite (Korkmaz et al., 2009). Dado que a melatonina é produzida sempre na
fase escura independente dos organismos serem de habitos diurnos ou noturnos,
nesses ultimos a regulacdo do metabolismo se da de forma inversa, ou seja, na fase
escura ocorre o controle simpatico do metabolismo e na fase clara, o controle do

parassimpatico do metabolismo.

Figura 2 — Sistema de temporizacado do sistema circadiano na sintese de
melatonina.
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1.4 Glandula pineal e melatonina

s

A melatonina, horménio produzido pela glandula pineal, é sintetizada
exclusivamente na fase escura em resposta ao estimulo noradrenérgico proveniente
do ganglio cervical superior, que por sua vez estd subordinado aos nucleos
paraventriculares  hipotalamicos. Esse sistema neural € temporizado
circadianamente pelos NSQ que, por sua vez, sincronizam-se ao claro-escuro
ambiental pela via retino-hipotalamica. A sintese de melatonina envolve uma cascata
enzimatica que comeca na hidroxilagdo do amino&cido essencial triptofano pela
triptofano hidroxilase (TPH), gerando 5-hidroxitriptofano. Este por sua vez é
transformado em 5-hidroxitriptamina (serotonina) por uma descarbolixase
inespecifica de aminoacidos aromaticos. A serotonina € entdo N-acetilada pela
enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AANAT), gerando N-acetilserotonina, que
é transformada em melatonina pela hidroxindol-oxi-metiltransferase (HIOMT). A
secrecao de melatonina da-se por um mecanismo de difusdo simples e por ser uma
molécula anfifilica difunde-se em meios aquosos ou lipidicos, ndo sendo
armazenada em vesiculas. A vida média da melatonina circulante & de
aproximadamente 20 minutos em ratos, e sua metabolizacdo periférica se da
essencialmente pela transformagéo hepatica (aproximadamente 90% da melatonina
circulante) em 6-hidroximelatonina que apds conjugacdo com sulfatos (a maior parte)
ou com glucoronideos é excretada na urina. No sistema nervoso central e na propria
glandula pineal a melatonina pode ser transformada em quinuraminas sob a agao da
2,3 indolamina dioxigenase (Castro Afeche, Cipolla-Neto, 2008).

A administracdo farmacolégica de melatonina € capaz de sincronizar ritmos
circadianos em ratos em livre-curso (Rebolledo et al., 1983), e esse efeito depende
da integridade dos NSQ (Cassone et al., 1986). Parece claro que a melatonina atua
diretamente sobre os NSQ, pois a administragdo do hormoénio durante a noite
subjetiva deprime a atividade metabdlica do NSQ (Cassone et al., 1988) e provoca
deslocamentos de fase na atividade elétrica do NSQ in vitro (McArthur et al., 1991).
Além disso, Vanecek et al. (1987) e Reppert et al. (1988) encontraram uma alta
densidade de receptores de melatonina nos NSQ de roedores.

A duracdo das fases de claro e de escuro é fundamental para o
desencadeamento da resposta fotoperiddica e também para a regulacdo dos ritmos

diarios. A duracao da noite pelo organismo é avaliada a partir de um sinal humoral
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dado pela melatonina (Arendt, 1988, 1995; Armstrong, Redman, 1985; Brown et al.,
1981; Cardinali, 1981; Cardinali, Vacas, 1981; Goldman, 1983; Vollrath, 1981; Pevet,
1987; Reiter, 1983, 1987). A pineal nos mamiferos tem propriedades de transdutor
neuroenddcrino, pois a informacdo fética canalizada através de um sinal da via
simpética chega a glandula e regula a secrecdo de melatonina. A pineal é o principal
mediador da mudanca fotoperiddica ambiental na preparagédo da resposta fisiologica
nos ritmos circanuais e um poderoso modulador dos ritmos circadianos. Ela € a
principal interface entre o ciclo claro/escuro ambiental e os sistemas nervoso central
e enddcrino. Uma caracteristica notavel da bioquimica da pineal é a capacidade de
suas enzimas responderem imediatamente a mudangas féticas ambientais,
apresentando uma atividade maior na fase escura e uma atividade inibida pela luz.
Essa regulacdo aloca a sintese de melatonina exclusivamente na fase escura,
proporcionando ao organismo um sinal circulante indicativo da duragdo da fase
escura (Cardinali, 1981; Honma et al., 1992).

E importante ressaltar que dentre suas acbes, a melatonina promove a
sincronizacdo das fungdes centrais (Gillette, Mitchell 2002) e periféricas (Alonso-Vale
et al., 2006, 2008; Lima et al., 1998; Picinato et al., 2002a), desempenhando um
papel importante no metabolismo energético, na acdo (Anhé et al., 2004, Lima et al.,
1994) e secrecéao (Picinato et al., 2002a,b, 2008) da insulina, assim como na funcéo
do tecido adiposo (Alonso-Vale et al., 2004a,b, 2005).

1.5 Diabetes

O diabetes mellitus é um grupo de doencas metabdlicas crbnicas que se
manifesta quando o pancreas nado produz insulina adequadamente ou quando o
corpo ndo consegue utilizar apropriadamente a insulina que produz e, portanto
impede que as células incorporem glicose do sangue e a use para converté-la em
energia, ocorrendo em ambos 0s casos um aumento da glicemia. A condicao
diabética estad associada a dano em longo prazo em varios 0rgaos e sistemas de
todo o organismo (Federagcdo Internacional de Diabetes, IDF, 2012). Existem
evidéncias que indicam que a destruicdo das células B do pancreas (responsaveis
pela sintese e secre¢do da insulina), por meio de mecanismos autoimunes, seria a

causa predominante do diabetes mellitus de tipo | (Andersson et al., 2001).
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O diabetes mellitus constitui um problema de saude mundial. A IDF (2012)
estima que 8% da populacdo mundial padecem de diabetes (371 milhdes de
pessoas). O numero de mortes atribuidas ao diabetes em 2012 foi de 4.8 milhdes.
Em 2007 a mesma instituicdo mostrou que no Brasil havia uma prevaléncia do
diabetes de 5.8% (6.913.300 pessoas) com idades entre 20-79 anos e estimou que
em 2025 haveria 11.4% de prevaléncia. Em 2012 os estudos da IDF mostraram que
existem 13.8 milhdes de pessoas diabéticas no Brasil (IDF, 2012).

Em 1997, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) estabeleceu novos
critérios de classificacdo para cada tipo de diabetes e diagnostico. Essa classificacédo
do diabetes inclui quatro classes clinicas (ADA, 2009):

e Diabetes do tipo | (DM1) - que resulta da destruicdo das células 3
pancreaticas, geralmente levando a uma deficiéncia absoluta de insulina,
pode ser de origem autoimune ou idiopatica;

e Diabetes do tipo Il (DM2) - graus variados de diminuicdo da secrecao e
resisténcia a insulina;

e Qutros tipos especificos devido a outras causas - defeitos genéticos da
funcdo da célula B, defeitos genéticos da acdo da insulina, doencas do
pancreas exocrino (ex. fibrose cistica) e inducdo por drogas ou produtos
guimicos (como no tratamento da SIDA ou apés transplante de érgao);

¢ Diabetes gestacional — diabetes diagnosticada durante a gravidez.

Quando a hiperglicemia se torna cronica, o substrato que normalmente é
utilizado como fonte de energia se torna téxico. Cronicamente, a alta concentracao
de glicose € a maior causa de retinopatias, nefropatias, neuropatias e doencas
macrovasculares (Gul et al., 2008).

E por essa razdo que o estudo de modelos em animais diurnos e noturnos
gue permitam conhecer mais a respeito dessa patologia resulta de uma ajuda
inestimavel.

A inducdo experimental do diabetes é feito por drogas quimicas que agem
através da destruicdo seletiva das células B nas ilhotas pancreaticas. As principais
substancias utilizadas sao a estreptozotocina (STZ) e a aloxana, que podem induzir
tanto diabetes do tipol como diabetes do tipo Il (Szkudelski, 2001). A STZ € uma
alquil-nitrosourea isolada a partir da bactéria Streptomycetes achromogenes. Devido

a sua semelhanga com a glicose essa molécula entra seletivamente na célula 3
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através do transportador de glicose GLUT2 (Karunanayake et al., 1976; Tjalve et al.,
1976). A acao intracelular téxica da STZ é devido a atividade alquilante do seu
grupamento metil-nitrosurea, que transfere o seu grupo metil para a molécula de
DNA, resultando em fragmentacdo do DNA. Em resposta aos danos causados ao
DNA, a enzima poli-ADP-ribose polimerase (PARP) tem sua ativacdo aumentada,
resultando na diminuicdo de NAD+ e dos estoques de ATP. Essa deple¢do no
estoque de energia celular resulta em necrose das células B (Lenzen, 2008;
Rakieten et al., 1963).

Uma hipétese alternativa propde que parte do efeito diabetogénico da STZ se
deve a sua capacidade doadora de Oxido nitrico (NO), porém o agente alquilante
metil-metanosulfonato, que possui a maior toxicidade em células produtoras de
insulina, ndo é uma molécula doadora de NO, indicando que o NO nao € um pré-
requisito para a obtencéo da acéo toxica da familia dos agentes alquilantes a qual a
STZ pertence (Delaney et al., 1995). O tratamento de ratos jovens com STZ produz
um estado diabético caracterizado pela perda de peso, polidipsia, polidria, glicosuria,
polifagia, hipoinsulinemia e hiperglicemia (Hakim et al., 1997). A acdo coletiva da
STZ resulta na destruicdo das células B e consequentemente na hipoinsulinemia e

hiperglicemia resultantes. (Szkudelski, 2001).

1.6 Diabetes, atividade motora, temperatura corporal e melatonina

Evidéncias na literatura mostram que o diabetes induzido por uma Unica
injecdo de STZ é capaz de produzir modificacBes tanto na temperatura corporal,
guanto na média da atividade motora e na frequéncia cardiaca. Ele age diminuindo
os trés parametros em curto prazo e perdura até dez dias ap0s a injecao de STZ. O
efeito do diabetes experimental sobre esses parametros foi agudo, porém atingiram
um estado estavel aproximadamente 10 dias ap0s a indugdo do diabetes. A reducgéo
na atividade precedeu as reducdes no batimento cardiaco e temperatura corporal
(Howarth et al., 2005a, b).

Além disso, também existem evidéncias da acdo do diabetes a longo prazo,
observadas em até 5 meses. Apos 4 semanas da inducdo do diabetes, tanto a
atividade fisica, quanto a temperatura foram significativamente menores do que as

observadas nos animais controles. A glicemia permaneceu elevada mesmo apoés 22
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semanas da inducéo. Esses efeitos sdo parcialmente normalizados pelo tratamento
com insulina, em um periodo de trés semanas (Howarth et al., 2005b). Em outro
trabalho do grupo de Howarth et al. (2006) foi demonstrado que o tratamento com
insulina foi capaz de reverter a diminuicdo da temperatura média mas ndo a
diminuicdo na atividade motora média provocada pelo diabetes. A captagdo de
glicose durante o tratamento com insulina produz substratos necessarios para gerar
energia e promover o subsequente aumento da temperatura corporal (Howarth et al.,
2006). Além disso, o hipotireoidismo € uma doenca associada com os modelos mais
comuns de diabetes (STZ e aloxana) (Katovitch et al., 1993; Rodgers et al., 1991,
Rondeel et al., 1992; Schroder-Van Der Elst, Van Der Heide, 1992; Sochor et al.,
1987; Sundaresan et al., 1984). Mais recentemente foi demonstrado que o diabetes
induzido por STZ provoca um verdadeiro hipotiroidismo (valores diminuidos de T3 e
T4 livres, junto com os sinais clinicos de hipotiroidismo, como frequéncia cardiaca
diminuida, intervalo Q-T aumentado e menor temperatura retal), além de uma queda
significativa na temperatura com oito semanas de diabetes, porém, ndo com duas
semanas. Foi demonstrada uma correlacdo negativa entre a glicemia e o contetudo
de T3 e T4 livre. O tratamento com insulina preveniu todos o0s sinais de
hipotireoidismo e restaurou os conteudos de T3 e T4 livre. Ja o tratamento com T3
normalizou a temperatura, a frequéncia cardiaca e o intervalo Q-T, mas nao teve
efeito sobre a glicemia. Esse dado sugere que esses efeitos observados nos animais
diabéticos seriam decorrentes do hipotireoidismo secundario ao diabetes induzido
pela STZ (Zhang et al., 2002).

Dados da literatura mostram que o diabetes experimental provoca uma
reducdo na sintese e nos niveis circulantes de melatonina. Outros dados também
mostram certa controvérsia, Herichova et al., (2005) ndo encontraram diminuicdo na
sintese de melatonina pineal em ratos Wistar apds 7 dias de inducdo de diabetes
com uma Unica dose de STZ (100 mg/kg) e outro trabalho mostra concentracao
aumentada de melatonina plasmatica pos-inducdo com STZ (Peschke et al., 2008).
No caso de animais com diabetes tipo Il, uma maior concentracdo de insulina esta
acompanhada da reducdo de melatonina (Peschke et al., 2008). Contudo, dados do
grupo (Amaral, 2009) indicam que o diabetes induzido por STZ causa uma
diminuicao (50%) na producg&o de melatonina pela glandula pineal. Essa perda ndo é

por necrose ou apoptose dos pinealdcitos e reflete um desarranjo no metabolismo
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pineal. A menor concentragdo de melatonina circulante pode ser um fator
contribuinte para o desenvolvimento da doenca, ndo sé por diminuir a capacidade do
organismo de combater o estresse oxidativo, mas também por provocar alteracdes
na organizacdo ritmica circadiana e prejudicar o importante papel exercido pela
melatonina na potenciagao da agéo da insulina in vitro (Garcia et al., 2008).

Além disso, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a insulina atua na
glandula pineal de ratos potencializando a sintese de melatonina dependente de
noradrenalina, através da regulacao da atividade das enzimas envolvidas na sintese
de melatonina e que esse efeito de potencializacdo tem a participacao da PI3K. Esse
efeito potencializador esta restrito a dois periodos especificos da fase escura, um no
comeco e outro no fim, portanto a glandula pineal apresenta duas janelas de
sensibilidade a acdo da insulina durante a fase noturna, quando ha a presenca de
noradrenalina (Garcia et al., 2008, 2010).

Embora os efeitos da melatonina na modulagéo da glicemia em humanos nao
estejam totalmente estabelecidos, pacientes com diabetes mellitus do tipo Il (DM2)
apresentam uma diminuicdo no contetdo plasmatico de melatonina e um aumento
dos receptores de melatonina pancreaticos (Peschke et al., 2006; Tutuncu et al.,
2005). Além disso, Barone e Menna-Barreto (2011) demonstraram, em pacientes
com diabetes do tipo I, uma correlacdo negativa entre a hiperglicemia e a producao
de melatonina avaliada pela 6-sulfatoximelatonina urinaria.

A diminuicdo da amplitude circadiana do sinal de melatonina enddgena
(devido ao envelhecimento ou a luz durante a fase escura) pode resultar em um
aumento da massa corporal, da adiposidade visceral e as consequéncias
metabdlicas adversas. Existem evidéncias na literatura de que a suplementacdo com
melatonina em ratos de meia idade consegue melhorar algumas respostas
reguladoras do metabolismo energético como a diminuicdo da massa corporal, da
adiposidade intra-abdominal, e das concentra¢gdes plasmaticas de insulina e leptina
sem alterar o consumo alimentar nem a adiposidade total, assim como aumentar a
temperatura corporal, a atividade fisica e o conteudo plasmatico de corticosterona,
gue sdo caracteristicas de individuos jovens (Rasmussen et al., 1999; Wolden-
Hanson et al., 2000; Zanuto et al., 2013).

A suplementacdo em horéarios inapropriados (durante a fase clara) pode

reduzir sua habilidade de controlar a massa corporal (Wolden-Hanson et al., 2000).



29

A suplementacdo no horério apropriado (na fase escura) pode potencialmente
funcionar como uma terapia ou prevencdo para a resisténcia a insulina, o aumento
na gordura intra-abdominal e para patologias resultantes do envelhecimento
(Mendes et al., 2013; Rasmussen et al., 1999).



30

1.7 Justificativa

Com todas essas evidéncias descritas, ainda ndo é conhecido o efeito do
diabetes sobre o perfil diario da temperatura corporal, nem sobre o ritmo de atividade
motora. Sabe-se que na falta de insulina e consequentemente no desenvolvimento
do diabetes a sintese de melatonina diminui, sendo restaurada no tratamento com
insulina exdgena. Além disso, o tratamento com insulina restabelece os parametros
metabdlicos dos animais diabéticos. Por outro lado, e levando em consideracao que
existe uma forte relacdo entre a melatonina, insulina e o0 metabolismo, é de suma
importancia estudar os efeitos da insulina e da melatonina sobre os distarbios
causados na ritmicidade de animais diabéticos, e se existe uma a¢cdo complementar
dos dois hormdnios, assim como avaliar a acdo desses horménios em animais

tratados no inicio da doenca.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste projeto foi estudar, em ratos Wistar, os efeitos provocados
pelo diabetes induzido por STZ sobre os ritmos diarios de temperatura corporal e de
atividade motora, dois ritmos marcadores da estrutura temporal circadiana, seus
parametros ritmicos (MESOR, amplitude e acrofase) e periodo, assim como a
glicemia e o peso corporal. Também estudamos as possiveis modificacdes
resultantes dos tratamentos tardios com insulina e/ou melatonina, e se existe efeito

precoce quando os tratamentos sdo administrados logo no inicio da doenca.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para a realizacdo do experimento foram utilizados ratos albinos da linhagem
Wistar (250 g). Os animais foram mantidos em biotério com ciclo claro-escuro de
12:12 (ZTO 07:00) e temperatura controlada de 21 + 2 °C pelo periodo aproximado
de duas semanas, para adequada adaptacdo ao ciclo, antes do inicio dos
procedimentos experimentais. Os animais receberam agua e comida ad libitum. ZT é
uma nomenclatura utilizada para uniformizar os horarios do ciclo circadiano
sincronizado pelo claro-escuro ambiental, sendo que em ciclos 12 h/12 h
claro/escuro convencionou-se que o ZTO representa a transicdo do escuro para o
claro (o inicio do claro) e que o ZT12, a transi¢cao do claro para o escuro (o inicio do
escuro), independentemente do horario em que o biotério apaga ou acende suas
luzes. Todos os procedimentos estdo de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) do ICB.

3.2 Inducéo de diabetes por STZ

Os animais utilizados nesse experimento receberam dose Unica de 60 mg/kg
de STZ (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). A STZ foi preparada em tampé&o
citrato de sodio (NaCl 0,9 g, H,O destilada 100 mL, citrato de sédio 294 mg) 10 mM,
pH 4,5. Sua administracao foi realizada via intraperitoneal na fase clara. Foram
considerados diabéticos aqueles que apresentaram a glicemia equivalente ou maior
gue 200 mg/dL. Tal verificagcdo ocorreu no dia seguinte a inducdo do quadro e os
individuos que néo ficaram diabéticos foram retirados do experimento. Os animais
do grupo controle receberam apenas solucdo veiculo (tampao citrato de sodio), em
guantidade condizente com sua massa corporal (Figura Al). Deve-se ressaltar que

nenhum animal esteve em jejum no momento referente a inducao do diabetes.
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3.3 Tratamento com insulina

Apoés trés dias da injecdo de STZ, os animais diabéticos tratados com insulina
receberam, de forma subcutdnea, 2 unidades de insulina de ac&o prolongada
(Glargina/Lantus®, Sanofi Aventis, Alemanha) no comeco do dia e uma mistura de 2
unidades de insulina de acdo prolongada (Glargina/Lantus®, Sanofi Aventis) e de 2
unidades de insulina regular (Humulin®, Lily, EUA) no comec¢o da noite (do Carmo
Buonfiglio et al., 2011).

Durante esse periodo foram feitas medi¢cbes da glicemia para comprovacao

do controle do diabetes.

3.4 Afericdo da glicemia

A afericdo da glicemia foi realizada obtendo-se uma gota de sangue da cauda
dos animais. A gota foi entdo colocada na tira reagente (Optium Blood Glucose Test
Strips, Medisense®, Bedford, MA, EUA) conectada ao glicosimetro Optium
Xceed®(Medisense® Bedford, MA, EUA) que afere a glicemia ap6s 5 segundos. O
aparelho foi previamente calibrado de acordo com as instru¢gbes do fabricante e a

cada troca de lote de tiras reagentes.

3.5 Suplementacdo com melatonina

No grupo de animais suplementados, a melatonina foi administrada na agua
somente na fase escura, na concentragcao que resulte na aquisicdo pelo animal de
uma dose de 0,5 mg/kg de peso corpéreo. Para isso, cada animal teve o volume
ingerido na noite anterior medido e a concentracdo foi corrigida diariamente em

funcdo desse volume.

3.6 Sistema de telemetria e analises ritmicas

A aquisi¢cao dos dados de atividade motora e temperatura corporal foi feita por
um sistema de telemetria (RESPIRONICS, Mini Mitter, Oregon, USA), com um
transmissor individual (E-mitter, 23 mm x 8 mm / 1.6 g) implantado na cavidade

abdominal que emite frequéncias a uma placa receptora (ER-4000) localizada na
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base de cada gaiola (Harkin et al, 2002). O intervalo de aquisi¢cao de dados foi de 30
segundos utilizando o software VitalView (Mini Mitter, Oregon, USA). Os
termogramas e actogramas individuais foram realizados utilizando o software El
Temps (Diez-Noguera, Barcelona, Espafia). Para o termograma foram plotados os
dados brutos, e para o actograma foi realizada uma somatoria dos dados a cada
hora. Cada animal foi registrado durante 55 dias ao longo do experimento todo.
Dessa forma, cada animal foi seu proprio controle.

Para a andlise do periodo dentro de cada tratamento foi realizado o
periodograma utilizando o software EI Temps. Cada serie temporal (55 dias de
registro) foi dividida nos diferentes tratamentos e a média a cada 1 hora (no caso da
temperatura) ou somatdria a cada hora (no caso da atividade motora) foram
realizadas. O periodograma foi realizado utilizando o método de Sokolov-Bushell em
cada série temporal dividida segundo os tratamentos (7 d, 15 d 33 d no caso que
correspondesse), analisando periodos entre 20 h (1200 min) e 28 h (1680 min) e
expressado em minutos (1440 min = 24 h).

Para a andlise dos parametros ritmicos foi utilizado o software Cosana
(Benedito Silva, Sado Paulo, Brasil), que ajusta cada dia da serie temporal (55 dias) a
uma func¢do coseno pelo método do Cosinor, dando os valores diarios de MESOR,
amplitude e acrofase para cada dia que apresenta uma oscilacao significativa de 24
h. Para a andlise da temperatura foi realizada a média a cada hora dos dados
brutos, e para a atividade motora foi realizada a somatoria a cada hora durante os 55
dias do protocolo obtendo assim, para cada ritmo, uma curva ajustada a funcéo
coseno a partir dos parametros ritmicos (MESOR, a amplitude e acrofase) de cada

dia e para cada animal.
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3.7 Desenho experimental

3.7.1 Tratamentos tardios

Os animais foram distribuidos de maneira aleatoria em trés grupos (n=3 em
cada grupo), segundo o desenho experimental mostrado na Figura 3:

) Animais diabéticos tratados tardiamente com insulina;

1)) Animais diabéticos suplementados tardiamente com melatonina;

1)) Animais diabéticos tratados tardiamente com insulina e suplementados

com melatonina.

Figura 3 — Desenho experimental dos tratamentos tardios
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Os animais foram implantados com o transmissor (E-mitter) e apds uma semana de recuperacao da
cirurgia, os dados de temperatura e atividade motora foram coletados como especificado acima,
durante 7 dias. No oitavo dia, o diabetes foi induzido com uma injecao intraperitoneal Unica de STZ e
0s parametros continuaram a ser registrados por 33 dias. Apos os trinta e trés dias de registro
seguindo-se & inje¢do de STZ, os animais do grupo | foram tratados com insulina, os animais do
grupo Il foram suplementados com melatonina e os do grupo Il foram tratados com insulina e
melatonina diariamente durante mais 15 dias. No dia 56 0 registro e os tratamentos foram
interrompidos.
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3.7.2 Tratamentos precoces

Os animais foram distribuidos de maneira aleatéria em trés grupos (n=3 em
cada grupo), segundo o desenho experimental mostrado na Figura 4:
IV)  Animais diabéticos tratados precoce e tardiamente com insulina;
V) Animais diabéticos suplementados precoce e tardiamente com
melatonina;
VI)  Animais diabéticos tratados precoce e tardiamente com insulina e

suplementados com melatonina.

Figura 4 — Desenho experimental dos tratamentos precoces
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Os animais foram implantados com o transmissor (E-mitter) e apds uma semana de recuperacéo da
cirurgia, os dados de temperatura e atividade motora foram coletados como especificado acima,
durante 7 dias. No oitavo dia, o diabetes foi induzido com uma injecao intraperitoneal Unica de STZ e
0S parametros continuaram a ser registrados por 3 dias. Apés os trés dias de registro seguindo-se a
injecdo de STZ, os animais do grupo IV foram tratados com insulina, os animais do grupo V foram
suplementados com melatonina e os do grupo VI foram tratados com insulina e melatonina
diariamente durante mais 15 dias. No dia 26, todos os tratamentos foram interrompidos e os
paradmetros registrados por mais 15 dias, até o dia 40. No dia seguinte, os respectivos tratamentos
foram recomecados durante 15 dias. No dia 56, o registro e os tratamentos foram interrompidos.

3.8 Andlise estatistica

Dos trés animais utilizados em cada grupo, um animal foi escolhido para
representa-lo nas analises ritmicas, dado que todos os animais de cada grupo

responderam de forma similar a cada tratamento (Termogramas de tratamentos
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tardios na Figura A2 e de tratamentos precoces na Figura A3, Actogramas de
tratamentos tardios na Figura A4, e de tratamentos precoces na Figura A5). Os
dados das médias foram classificados por periodo de tratamento e foram expressos
como a média * erro padrdao médio (EPM). As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o software GraphPad PRISM (GraphPad Prism Software, Inc., LA Jolla,
CA, USA). Os parametros ritmicos (MESOR, amplitude e acrofase) s6 foram
analisados pelo método do Cosinor em dias que resultaram significativos na analise
de ANOVA de uma via. As analises comparativas dentro de cada grupo entre os
diferentes periodos de tratamento foram realizadas usando ANOVA de uma via
seguida do teste de Bonferroni para comparagao entre os tratamentos.
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4 RESULTADOS

Para cada grupo, foram estudados 3 animais, dos quais somente um foi
utilizado como representativo de cada grupo. O critério de escolha foi baseado no
ritmo do periodo controle de cada animal. Sendo assim, 0 animal que apresentasse
um periodo controle mais estavel foi utilizado para mostrar as analises ritmicas. Os
termogramas e actogramas de todos o0s animais se mostram nas figuras

suplementares (Figuras A2 — A5).

4.1 Animais diabéticos

4.1.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

Como foi descrito previamente, (Howarth, 2005a, b) o diabetes do tipo | leva a
hipotermia. No presente trabalho demonstramos que o diabetes ndo sO leva a
hipotermia (Figuras 7, 11, e 15, segunda coluna), mas também leva a alteracdo da
organizacao ritmica diaria da temperatura corporal, caracterizada por dias em que ha
auséncia da ritmicidade de 24 h, dias em que apesar da presenca do ritmo de 24 h
h& alteracdes dos parametros ritmicos representadas por frequentes deslocamentos
de fase (adiantamentos ou atrasos), associados a uma reducdao do MESOR e
aumento da amplitude (Figuras 5, 9, e 13 e Tabela 1).

Apos 5 dias da injecao da inducéo do diabetes, houve uma diminuicdo rapida
da temperatura, junto com alteracbes nos parametros ritmicos como aumento da
amplitude devido a diminuicdo da temperatura minima. A progressédo do quadro de
diabetes levou a prevaléncia de dias arritmicos, diminuicdo do MESOR e aumento
da amplitude.

A andlise do periodograma, realizada no conjunto temporal de 33 dias,
mostrou que o diabetes causou perda do periodo de 24 h, caracteristico dos animais
prévio a injecdo de STZ, assim como de qualquer periodo compreendido entre 20 e
28 h (Figuras 5, 9, e 13, painel médio).

No caso da atividade motora, se bem que o diabetes nédo levou a perda total
do ritmo diério (Figuras 6, 10 e 14 A e C), se observou uma forte alteragdo do
mesmo, caracterizado por dias apresentando adiantamento de fase, e dias sem
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ritmo de 24 h (Figuras 6, 10, e 14 B) predominantemente, e a média das acrofases
resultou significativamente adiantada (Tabela 2). Assim como observado na
temperatura corporal, a média do MESOR diminuiu significativamente, porém
diferente do observado para a temperatura, a amplitude do ritmo de atividade
também diminuiu por causa do diabetes (Figuras 6, 10, e 14 E, Tabela 2). Ou seja,
observou-se uma reducdo geral da atividade motora uma vez que sua meédia
diminuiu (Figuras 8, 12, e 16).

No caso da atividade, as andlises de periodograma no conjunto da série
temporal, mostraram que os 33 dias de diabetes ndo provocaram a perda do periodo
de 24 h, o qual nao foi alterado (Figuras 6, 10, e 14, painel do meio).

4.1.2 Caracteristicas metabdlicas

Os animais diabéticos apresentaram reducdo progressiva no peso corporal
com o passar das semanas e hiperglicemia, como era esperado (Figuras 29, 30, e
31,BeD).

4.2 Tratamento tardio com insulina

4.2.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

O tratamento com insulina, instituido 33 dias apés a instalagdo do quadro
diabético, restaurou o periodo de 24 h do ritmo de temperatura corporal, que havia
sido perdido (Figura 5, painel inferior). A perda do ritmo diario de temperatura
causada pelos 33 dias de diabetes foi revertida junto com o MESOR, como €
observado no termograma e na curva ajustada pelo método do Cosinor (Figura 5 A,
C e D, Tabela 1), porém as acrofases e a amplitude ndo foram revertidas ao normal
(Figura 5 B e E, Tabela 1). O resultado foi um ritmo diferente ao ritmo existente
previamente a injecdo de STZ.

O tratamento tardio com insulina causou um aumento na meédia da
temperatura corporal revertendo a hipotermia e atingindo valores proximos dos
valores no periodo controle, porém ndo atingiu a significancia estatistica (Figura 7,

terceira coluna).
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No caso da atividade motora o periodo de 24 h, que nao tinha sido alterado
pelo diabetes, continuou mantido durante o tratamento com insulina (Figura 6, painel
inferior). As alteracdes na ritmicidade da atividade motora causadas pelo diabetes
ndo foram revertidas pelo tratamento tardio com insulina, como se observa no
actograma e na curva ajustada, sendo estes caracterizados por maioria de dias sem
ritmo de 24 h (Figura 6 A e C). O mapa de acrofases apresentou trés dias com
ritmicidade de 24 h, aparentemente as acrofases tendendo a voltar a fase escura
(Figura 6 B), mas mesmo assim a média das acrofases mostrou avancos de fase
relativamente ao periodo controle (Tabela 3). Nem o MESOR nem a amplitude,
diminuidos durante o periodo diabético, foram revertidos pelo tratamento com
insulina, continuando ambos diminuidos (Figura 6 D e E, Tabela 3).

O tratamento tardio com insulina nao foi suficiente para reverter a queda na

média da atividade motora causada pelo diabetes (Figura 8, terceira coluna).
4.2.2 Caracteristicas metabdlicas
Também, como esperado segundo a literatura, durante o tratamento com

insulina os animais ganharam peso e a glicemia retornou aos valores controle
(Figura 29 B e D).
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Figura 5 — Perfil diario do ritmo de temperatura corporal de um animal do grupo
diabético tratado tardiamente com insulina

s

vigd f ||l y Iﬁ‘l”l

1 0 R

Illl‘ﬂl\ h i ”‘l‘T llﬂ”\ H H | IIII‘\”:?‘
il \.-:‘fr e

\ I mn ’Fl HIJI
N
II|\1I III“ \1“" o

S -ﬁlldc
2000

1200 1300 1400 1500 1600
min

. 17 B
4000
3000 \-”/‘/
&
2000
1000
1200 1300 1400 1500 1800
min
4000
K ey
B AV
1000 ©
00 1400 1500 160 0
min
1470
T
8000

101

151

20

251

30

351

401

454

50

55

ZT
3 6 9 121518 21 24

.. Injecdo de

STZ

Tratamento

- -
de Insulina



42

w
~
w

A ~";"=f"*"’"xf\ -"p [T
f:‘v’V\;U‘M_;‘ . - W H‘(\ii;@ !”.i;ﬁ 1'1%
y | { ! 71
l
|

Temperatura (°C)

o
w oW
N
v o
4
I
o
o
w
o

w
N
o

w
[=2]
o
[,

MESOR da Temperatura (°C)
w w
_U! [=2]
(4] [$,]

w
o
e

1.59

—-
o

——
e —

Amplitude

o
(8,
i —
.-
——
[——
.
-—
——
-

0.0

(A) Termograma representado por coloragdes vermelhas a amarelas indicando temperaturas maiores
e gris a preto indicando temperaturas menores. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos
brancos e pretos no inferior do termograma indicam o regime de luminosidade durante os
experimentos. Barra lateral branca superior indica o periodo controle, barra preta indica periodo
diabético e a barra branca inferior indica o periodo do tratamento. (B) Mapa de acrofases da
temperatura corporal. Para gerar o mapa, as acrofases resultantes da analise pelo Cosinor (média de
1 dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente para gerar o padrao diario (média + EPM). A fase
escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area cinza do gréfico. As setas e barras laterais indicam
0 inicio dos periodos diabético (vermelha) e tratado (azul). Os painéis centrais mostram os
periodogramas correspondentes a cada periodo (controle, painel superior; diabético, painel médio;
tratado, painel inferior), indicando o periodo predominante, quando estiver por cima do limiar (1440
min = 24 h). (C) Curva ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento.
(D) MESOR resultado das andlises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. (E) Amplitude resultado
das analises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. Para todos os parametros ritmicos (MESOR,
amplitude, acrofase e a curva ajustada) somente foram considerados os dias que apresentaram
oscilacbes de 24h na andlise de ANOVA unifatorial.
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Figura 6 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo do

grupo diabético tratado tardiamente com insulina.
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(A) Actograma representado por barras indicando diferentes niveis de atividade obtida por somatéria
a cada 1 hora. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos brancos e pretos no inferior do
actograma indicam o regime de luminosidade durante os experimentos. Barra lateral branca superior
indica o periodo controle, barra preta indica periodo diabético e a barra branca inferior indica o
periodo do tratamento. (B) Mapa de fases da atividade motora. Para gerar o mapa, as acrofases
resultantes da analise pelo Cosinor (média de 1 dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente
para gerar o padrdo diario (média + EPM). A fase escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area
cinza do gréfico. As setas e barras laterais indicam o inicio dos periodos diabético (vermelha) e
tratado (azul). Os painéis centrais mostram os periodogramas correspondentes a cada periodo
(controle, painel superior; diabético, painel médio; tratado, painel inferior), indicando o periodo
predominante, quando estiver por cima do limiar (1440 min = 24 h). (C) Curva ajustada a cada 24 h
pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento. (D) MESOR resultado das analises pelo
Cosinor dia a dia da atividade. (E) Amplitude resultado das andlises pelo Cosinor dia a dia da
atividade. Para todos os parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase e curva ajustada)

somente foram considerados os dias que apresentaram oscilacdes de 24h na andlise de ANOVA
unifatorial.
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Figura 7 — Média da temperatura dos periodos controle (CT), diabético (D) e tratado

com insulina (DI) do animal representado na figura 5
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator tratamento. *** p < 0.001 vs
controle, * p<0,001 vs diabético. Média +EPM.

Figura 8 — Média da atividade motora dos periodos controle (CT), diabético (D) e
tratado com insulina (DI) do animal representado na figura 6
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4.3 Suplementacgéo tardia com melatonina

4.3.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

A suplementagdo tardia com melatonina restaurou o periodo de 24 h da
temperatura corporal, perdido durante os 33 dias de diabetes (Figura 9, painel
inferior). No entanto, durante a suplementacdo, a desorganizacdo do ritmo de
temperatura foi mantida, como é observado no termograma e na curva ajustada.
Entre os dias 25-30 do experimento, no animal representado observamos dias
especificos com temperaturas maiores ao periodo controle, devido a forte alteracdo
do ritmo de temperatura (Figura 9 A e C). O mapa de acrofases continuou
desorganizado (apresentando dias com adiantamento de fase, dias com atraso de
fase e dias sem ritmo de 24 h) durante a suplementacédo (Figura 9 B), e em média
houve adiantamento de fase, porém nao atingiu a significancia estatistica (Tabela 1).
A melatonina nao teve efeito no MESOR nem na amplitude, o MESOR permaneceu
reduzido e a amplitude aumentada (Figura 9 D e E, Tabela 1).

A suplementacdo com melatonina em doses fisiologicas 33 dias depois da
inducdo do diabetes n&o foi suficiente para aumentar a média da temperatura
corporal (Figura 11, terceira coluna).

No caso da atividade motora o periodo de 24 h também se manteve durante a
suplementacdo (Figura 10, painel inferior). As alteragcdes no ritmo de atividade
causadas pelo diabetes néo foram revertidas pela suplementacdo com melatonina,
porém foi suficiente para atenuar esses efeitos deletérios, observando-se uma maior
proporcdo de dias com ritmo de 24 h, que nao foi observado no tratamento com
insulina (Figura 10 A, C). O mapa de acrofases apresentou maioria de dias com
ritmo de 24 h e com suas acrofases na fase escura, revertendo o adiantamento de
fase (Figura 10 B e Tabela 3). O MESOR e a amplitude diminuiram mais ainda
durante a suplementacao (Figura 10 D e E, Tabela 3).

A suplementacao tardia com melatonina ndo conseguiu frear a diminuicao
progressiva da média da atividade motora, a qual resultou significativamente menor

gue durante o periodo diabético sem tratamento (Figura 12, terceira coluna).
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4.3.2 Caracteristicas metabodlicas

Os animais suplementados com melatonina apresentaram um leve aumento

de peso, porém nao houve mudancas na hiperglicemia (Figura 30 B e D).

Figura 9 — Perfil diario da temperatura corporal de um animal representativo do grupo
diabético suplementado tardiamente com melatonina
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(A) Termograma representado por colora¢gfes vermelhas & amarelas indicando temperaturas maiores
e gris a preto indicando temperaturas menores. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos
brancos e pretos no inferior do termograma indicam o regime de luminosidade durante os
experimentos. Barra lateral branca superior indica o periodo controle, barra preta indica periodo
diabético e a barra branca inferior indica o periodo da suplementacdo. (B) Mapa de fases da
temperatura corporal. Para gerar o mapa, as acrofases resultantes da analise pelo Cosinor (média de
1 dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente para gerar o padrao diario (média + EPM). A fase
escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area cinza do gréafico. As setas e barras laterais indicam
0 inicio dos periodos diabético (vermelha) e suplementado (verde). Os painéis centrais mostram os
periodogramas correspondentes a cada periodo (controle, painel superior; diabético, painel médio;
suplementado, painel inferior), indicando o periodo predominante, quando estiver por cima do limiar
(1440 min = 24 h). (C) Curva ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o
experimento. (D) MESOR resultado das analises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. (E) Amplitude
resultado das andlises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. Para todos os parametros ritmicos
(MESOR, amplitude, acrofase e curva ajustada) somente foram considerados os dias que
apresentaram oscilagées de 24h na andlise de ANOVA unifatorial.
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Figura 10 — Perfil diario da atividade motora de um animal representativo do

grupo diabético suplementado tardiamente com melatonina
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(A) Actograma representado por barras indicando diferentes niveis de atividade obtida por somatoria
a cada 1 hora. Cada linha representa um dia de registro. Retdngulos brancos e pretos no inferior do
actograma indicam o regime de luminosidade durante os experimentos. Barra lateral branca superior
indica o periodo controle, barra preta indica periodo diabético e a barra branca inferior indica o
periodo da suplementacéo. (B) Mapa de fases da atividade motora. Para gerar o mapa, as acrofases
resultantes da analise pelo Cosinor (média de 1 dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente
para gerar o padréo diario (média £ EPM). A fase escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area
cinza do gréfico. As setas e barras laterais indicam o inicio dos periodos diabético (vermelha) e
suplementado (verde). Os painéis centrais mostram os periodogramas correspondentes a cada
periodo (controle, painel superior; diabético, painel médio; suplementado, painel inferior), indicando o
periodo predominante, quando estiver por cima do limiar (1440 min = 24 h). (C) Curva ajustada a
cada 24 h pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento. (D) MESOR resultado das analises
pelo Cosinor dia a dia da atividade. (E) Amplitude resultado das andlises pelo Cosinor dia a dia da
atividade. Para todos os parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase e curva ajustada)
somente foram considerados os dias que apresentaram oscilagbes de 24h na andlise de ANOVA
unifatorial.



Figura 11 — Media da temperatura corporal dos periodos controle (CT), diabético

(D) e suplementado com melatonina (DM) do animal representado na
figura 9.
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Figura 12 — Média da atividade motora dos periodos controle (CT), diabético (D) e
suplementado com melatonina (DM) do animal representado na figura
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator tratamento. *** p < 0.001 vs
controle, “ p < 0,001 vs diabético. Média +EPM.
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4.4 Tratamento tardio com insulina e melatonina

4.4.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

Para avaliar o efeito dos dois horménios combinados, os animais diabéticos
foram tratados com insulina e melatonina 33 dias depois do inicio da doenca.

O tratamento tardio com insulina e melatonina restaurou o periodo de 24 h do
ritmo de temperatura, perdido durante os 33 dias de diabetes (Figura 13, painel
inferior). O tratamento também foi suficiente para restaurar o ritmo diario da
temperatura, como se observa no termograma e na curva ajustada (Figura 13 A e
C). O mapa de acrofases foi restaurado, ja que as acrofases durante o tratamento
retornaram a fase escura, como observado no periodo controle, e todos os dias
resultaram ritmicos (Figura 13 B). Diferentemente dos outros animais observados
anteriormente, nesse animal ndo observamos adiantamento na média da acrofase.
Dado o alto numero de dias arritmicos a média das acrofases nao resultou diferente
estatisticamente do controle (Tabela 1). Tanto o MESOR quanto a amplitude foram
restaurados a valores iguais ao periodo controle (Figura 13 D e E, Tabela 1).

O tratamento tardio com insulina e melatonina aumentou a média da
temperatura, revertendo a hipotermia e levando a temperatura a valores proximos
daqueles observados no periodo controle, porém nao atingiu a significancia
estatistica (Figura 15, terceira coluna).

O periodo de 24 h do ritmo de atividade motora se manteve durante o
tratamento (Figura 14, terceiro painel). O ritmo alterado durante o diabetes foi
parcialmente restaurado pelo tratamento conjunto de insulina e melatonina, como se
observa no actograma e na curva ajustada (Figura 14 A e C). O tratamento devolveu
a maioria de dias ritmicos e reverteu o adiantamento de fase causado pelo diabetes
(Figura 14 B e Tabela 3). O MESOR aumentou com o tratamento, mas n&ao
conseguiu ser revertido completamente (Figura 14 D e Tabela 3), e a amplitude
continuou diminuida como no periodo diabético (Figura 14 E e Tabela 3).

O tratamento tardio com insulina e melatonina aumentou significativamente a
atividade média dos animais, porém ndo conseguiu restaurar a atividade controle

(Figura 16, terceira coluna).



53

4.4.2 Caracteristicas metabdlicas

Com o tratamento combinado de insulina e melatonina, os animais ganharam
peso, e a glicemia voltou aos valores observados no periodo controle (Figura 31 B e
D).

Figura 13 — Perfil diario de temperatura corporal de um animal representativo do grupo
diabético tratado tardiamente com insulina e melatonina
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(A) Termograma representado por colorages vermelhas a amarelas indicando temperaturas maiores
e gris a preto indicando temperaturas menores. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos
brancos e pretos no inferior do termograma indicam o regime de luminosidade durante os
experimentos. Barra lateral branca superior indica o periodo controle, barra preta indica periodo
diabético e a barra branca inferior indica o periodo do tratamento. (B) Mapa de fases da temperatura
corporal. Para gerar o mapa, as acrofases resultantes da andlise pelo Cosinor (média de 1 dia) foram
plotadas segundo o ZT correspondente para gerar o padrdo diario (média + EPM). A fase escura
(ZT12 a ZT24) esta representada pela area cinza do grafico. As setas e barras laterais indicam o
inicio dos periodos diabético (vermelha) e tratado (roxa). Os painéis centrais mostram o0s
periodogramas correspondentes a cada periodo (controle, painel superior; diabético, painel médio;
tratado, painel inferior), indicando o periodo predominante, quando estiver por cima do limiar (1440
min = 24 h). (C) Curva ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento.
(D) MESOR resultado das andlises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. (E) Amplitude resultado
das analises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. Para todos os parametros ritmicos (MESOR,
amplitude, acrofase e curva ajustada) somente foram considerados os dias que apresentaram
oscilacdes de 24h na anélise de ANOVA unifatorial.
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Figura 14 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo do
grupo diabético tratado tardiamente com insulina e melatonina

————
| — e . e

I -
P am
. -l
e N r——
=
- —
- - -
— e —t— o mmnnll e
e p— A

LD

“2000{"

5000

4000 N
\
3000 S A

1000

0 e
1200 1300 1400 1500 1600
min

3000 S e
-
< 2000

1443

4000

10004

0

T T T T
1200 1300 1400 1500 1600
min

Dias

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ZT
3 6 9 121518 21 24

: . Injecao de

oa) STZ
o Tratamento

. _, com
— Insulina +
_ == Melatonina



56

C STZ INS+MEL
900
8001
5 700;
=] 600
£ 5004
@
3400-
< 3001
© 2001 ' :
1001 i
0 : |
D A B T A M R R O S O
‘_\600- 7 Horas
< .
5
= N
PR
5400‘ ] ! H{ LA o H f
3 NN bR IR
by BEE O
3 S
r 2001
o}
0
L
s
0-
o N L P P P ® ®o® P
E 400- Dias
300 l [
()] / \
o ! 1 \
3 /’ - \ T T
5200 | } ) + H.,H{ \[ ]
) SRS TR PR
1007 g
0
% R o P o o © R I
Dias

(A) Actograma representado por barras indicando diferentes niveis de atividade obtida por somatéria
a cada 1 hora. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos brancos e pretos no inferior do
actograma indicam o regime de luminosidade durante os experimentos. Barra lateral branca superior
indica o periodo controle, barra preta indica periodo diabético e a barra branca inferior indica o
periodo do tratamento. (B) Mapa de fases da atividade motora. Para gerar o mapa, as acrofases
resultantes da analise pelo Cosinor (média de 1 dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente
para gerar o padrao diario (média + EPM). A fase escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area
cinza do gréfico. As setas e barras laterais indicam o inicio dos periodos diabético (vermelha) e
tratado (roxa). Os painéis centrais mostram o0s periodogramas correspondentes a cada periodo
(controle, painel superior; diabético, painel médio; tratado, painel inferior), indicando o periodo
predominante, quando estiver por cima do limiar (1440 min = 24 h). (C) Curva ajustada a cada 24 h
pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento. (D) MESOR resultado das andlises pelo
Cosinor dia a dia da atividade. (E) Amplitude resultado das andlises pelo Cosinor dia a dia da
atividade. Para todos os parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase e curva ajustada)
somente foram considerados os dias que apresentaram oscilacdes de 24h na anédlise de ANOVA
unifatorial.
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Figura 15 — Média da temperatura corporal dos periodos controle (CT), diabético
(D) e tratado com insulina e melatonina (DIM) do animal representado

na figura 13
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator tratamento. *** p < 0.001 vs

controle, “ p < 0,001 vs diabético. Média + EPM.

Figura 16 — Média da atividade motora dos periodos controle (CT), diabético (D) e
tratado com insulina e melatonina (DIM) do animal representado na

figura 14
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator tratamento. *** p < 0.001 vs

controle, ™ p < 0,01 vs diabético. Média + EPM.



Tabela 1 - Parametros ritmicos da temperatura corporal nos diferentes tratamentos

tardios

Tratamentos tardios

MESOR
Amplitude

Acrofase

MESOR
Amplitude

Acrofase

MESOR
Amplitude

Acrofase

Grupo tratado com insulina
Diabético

36,48 + 0,07885

Controle
37,59 + 0,01487

0,2300 +0,02289 (5556 + 0,03913

13,45 + 0,9341 10,58 + 0,4889"

Grupo suplementado com melatonina
Diabético

36,75 +0,07445
0,2357 £0,01950 0,555 + 0,06827
14,59 + 0,4758 11,04 + 0,7539

Controle
37,47 +0,01503

Grupo tratado com insulina + melatonina

Diabético

36,96 + 0,06499 "

Controle

37,62 +0,01857
0,5291 + 0,05421°
13,65 + 0,4664

0,3057 +0,02103
14,65 +0,4103

Insulina

37,22 + 0,07453%%
0,5521 + 0,05900
9,762 +0,6649

Melatonina

36,48 + 0,07706
0,5917 + 0,06674"
11,59 + 0,9328

Insulina + Melatonina
37,38 + 0,05622%%
0,4533 £+ 0,03055
13,90 + 0,2138

58

ANOVA unifatorial seguido de Bonferroni para cada tratamento (Insulina, Melatonina e Insulina +

Melatonina). p<0,05 para o fator tratamento. ~ p < 0,001, ~ p < 0,01, p < 0,05 vs controle, ** p <

0,001 vs diabético. Média + EPM.



Tabela 2 - Parametros ritmicos da atividade motora nos diferentes tratamentos

tardios

Tratamentos tardios

MESOR
Amplitude

Acrofase

MESOR
Amplitude

Acrofase

MESOR
Amplitude

Acrofase

Grupo tratado com insulina

Controle Diabético
719,3 + 20,11 525,7+ 24,18
312,2 + 16,8 226,7 £+ 34,84

17,49 + 0,4648 10,85 + 0,9047"

Grupo suplementado com melatonina

Controle Diabético
503,6 + 18,18 327.2+1811"
2715 + 24,47 172,8 + 17,55

18,33 + 0,4229 14,58 + 0,7496

Grupo tratado com insulina + melatonina

Controle Diabético
458,3 + 21,25 300,4 + 10,17
273,1+ 21,68 160,3+ 9,109

17,61 +0,1883 15,91 + 0,5557

Insulina

501,3 +24,32"
148,4 + 24,43°

10,26 + 2,869

Melatonina
2552 +6,26 22
107,7 +3,17
14,93 + 0,5294

Insulina + Melatonina
320,6 + 14,53
151,4 + 10,05
16,72 +0.4171

59

ANOVA unifatorial seguido de Bonferroni para cada tratamento (Insullna Melatonina e Insullna +
Melatonina). p<0,05 para o fator tratamento. p < 0,001,
0,01,  p < 0,05 vs diabético. Média + EPM.

p <001, p<0,05vs controle, &

p<
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4.5 Tratamentos precoces

Para estudar se o tratamento com insulina tem uma agao precoce sobre o0s
efeitos deletérios no ritmo de temperatura, os animais foram tratados com insulina
trés dias apods a indugcdo com STZ, momento em que os efeitos metabdlicos e sobre
a sintese de melatonina tanto pineal quanto retiniana ja se expressam plenamente
(Amaral et al., submetido; do Carmo Buonfiglio et al., 2011). No presente trabalho se
observou que trés dias de diabetes foi suficiente para levar a perda do ritmo de 24 h,
observado pelas alteracbes nos parametros ritmicos e na curva ajustada pelo
Cosinor (Figuras 17, 21,e 25 A e C).

A analise utilizando o método do periodograma no conjunto temporal de 3
dias, mostrou que os periodos de 24 h tanto do ritmo de temperatura quanto de
atividade motora nédo sofreram alteracdes (dados ndo mostrados).

As alteracdes no ritmo de atividade motora foram menos drasticas que no
caso da temperatura, ja que O ritmo se manteve e nao houve alteracdes
significativas nos parametros ritmicos (Figuras 18, 22, e 26, A e C).

Trés dias ndo foram suficientes para induzir hipotermia (Figuras 19, 23, e 27,
segunda coluna) nem diminuir a média da atividade motora (Figura 20, 24, e 28,
segunda coluna). O peso nao resultou alterado (Figuras 29, 30 e 31, A), porem a
hiperglicemia j& foi evidente (Figuras 29, 30 e 31 C).

4.6 Tratamento precoce com insulina

4.6.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

Apos trés dias da inducdo do diabetes, o tratamento com insulina manteve o
periodo de 24 h da temperatura, observado no periodograma (Figura 17, segundo
painel), recuperando a ritmicidade da temperatura, como observado no termograma
e na curva ajustada (Figura 17 A e C). O mapa de acrofases e os parametros
ritmicos (MESOR, amplitude e acrofase) foram preservados como no periodo
controle (Figura 17 B, D e E, Tabela 3). O tratamento precoce também preveniu a

hipotermia (Figura 19, terceira coluna).
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O periodo de 24 h do ritmo de atividade motora também se manteve
inalterado (Figura 18, segundo painel). A ritmicidade da atividade motora foi mantida
também, com os dias ritmicos como observado no actograma e na curva ajustada
(Figura 18 A e C). Por sua vez, o tratamento também manteve o mapa de fases
inalterado, assim como a media das acrofases constantes e na fase escura, como no
periodo controle (Figura 18 B e Tabela 4). Também foram mantidos o MESOR e a
amplitude, sem modificacfes significativas (Figura 18 D e E, Tabela 4). O tratamento
precoce com insulina manteve a atividade média dos animais apés trés dias de

diabetes (Figura 20, terceira coluna).

4.6.2 Caracteristicas metabdlicas

O tratamento precoce com insulina preveniu a perda de peso e reverteu a

hiperglicemia (Figura 29 A e C).

Figura 17 - Perfil diario do ritmo de temperatura corporal de um animal
representativo do grupo diabético tratado precocemente com insulina
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(A) Termograma representado por coloragbes vermelhas & amarelas indicando temperaturas maiores
e gris a preto indicando temperaturas menores. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos
brancos e pretos no inferior do termograma indicam o regime de luminosidade durante os
experimentos. Barra lateral branca superior indica o tratamento precoce e a inferior indica o segundo
tratamento, a barra preta superior indica periodo diabético e a barra preta inferior indica o periodo em
que o tratamento foi interrompido. (B) Mapa de fases da temperatura corporal. Para gerar o mapa, as
acrofases resultantes da andlise pelo Cosinor (média de 1 dia) foram plotadas segundo o ZT
correspondente para gerar o padrdo diario (média £+ EPM). A fase escura (ZT12 a ZT24) esta
representada pela area cinza do gréfico. As setas e barras laterais indicam o inicio dos periodos
diabético (vermelha), tratados (azul) e sem tratamento (rosa). Os painéis centrais mostram o0s
periodogramas correspondentes a cada periodo (controle, painel superior; tratamento precoce,
segundo painel, tratamento interrompido, terceiro painel; segundo tratamento, painel inferior),
indicando o periodo predominante, quando estiver por cima do limiar (1440 min = 24 h). (C) Curva
ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento. (D) MESOR resultado
das analises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. (E) Amplitude resultado das andlises pelo Cosinor
dia a dia da temperatura. Para todos os parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase e curva
ajustada) somente foram considerados os dias que apresentaram oscilacoes de 24h na andlise de
ANOVA unifatorial.
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Figura 18 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo do
grupo diabético tratado precocemente com insulina
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(A) Actograma representado por barras indicando diferentes niveis de atividade obtida por somatéria
a cada 1 hora. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos brancos e pretos no inferior do
termograma indicam o regime de luminosidade durante os experimentos. Barra lateral branca superior
indica o tratamento precoce e a inferior indica o segundo tratamento, a barra preta superior indica
periodo diabético e a barra preta inferior indica o periodo sem tratamento (B) Mapa de fases da
atividade motora. Para gerar o mapa, as acrofases resultantes da analise pelo Cosinor (média de 1
dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente para gerar o padrao diario (média + EPM). A fase
escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area cinza do gréafico. As setas e barras laterais indicam
0 inicio dos periodos diabético (vermelha), tratados (azul) e sem tratamento (rosa). Os painéis
centrais mostram os periodogramas correspondentes a cada periodo (controle, painel superior;
tratamento precoce, segundo painel, diabético sem tratamento, terceiro painel; segundo tratamento,
painel inferior), indicando o periodo predominante, quando estiver por cima do limiar (1440 min = 24
h). (C) Curva ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento. (D)
MESOR resultado das analises pelo Cosinor dia a dia da atividade. (E) Amplitude resultado das
analises pelo Cosinor dia a dia da atividade. Para todos os parametros ritmicos (MESOR, amplitude,
acrofase e curva ajustada) somente foram considerados os dias que apresentaram oscilagfes de 24h
na analise de ANOVA unifatorial.
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Figura 19 — Media da temperatura corporal dos periodos controle (CT), diabético
(D1), tratamento precoce (DI1), tratamento interrompido (D2) e a
restituicdo do tratamento com insulina (DI2) do animal representado
na figura 17
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator tratamento. *** p < 0.001 vs
todos os grupos, i p < 0,001 vs todos os grupos. Média + EPM.

Figura 20 — Média da atividade motora dos periodos controle (CT), diabético
(D1), primeiro tratamento (DI1), tratamento interrompido (D2) e a
restituicdo do tratamento com insulina (DI2) do animal representado

na figura 18
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator tratamento. * p < 0.05 vs
controle, diabético e primeiro tratamento. Média + EPM.
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4.7 Suplementacgédo precoce com melatonina

4.7.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

Outro grupo de animais diabéticos foi suplementado com melatonina depois
de trés dias de diabetes. A analise de periodograma mostrou que no conjunto
temporal de 15 dias o periodo de 24 h do ritmo de temperatura se manteve (Figura
21, segundo painel). A ritmicidade foi mantida pela suplementagdo com melatonina,
como observado no termograma e na curva ajustada (Figura 21 A e C). O mapa de
acrofases apresentou poucos dias sem ritmo de 24 h ou com adiantamento de fase,
porém a média das acrofases nado resultou alterada (Figura 21 B e Tabela 3). O
mesmo foi observado para a amplitude (Figure 21 E e Tabela 3). O MESOR
permaneceu significativamente reduzido (Figura 21 D e Tabela 3).

A suplementacdo precoce néo preveniu a hipotermia (Figura 23, terceira
coluna).

As analises de periodograma mostraram que o periodo de 24 h da atividade
motora permaneceu normal (Figura 22, segundo painel). O ritmo da atividade foi
mantido pela suplementacdo precoce, como observado no actograma e na curva
ajustada (Figura 22 A e C). O mapa de acrofases apresentou um leve atraso de fase,
poréem néo foi significativo (Figura 22 B e Tabela 4). O MESOR diminuiu e a
amplitude aumentou durante a suplementacdo, mas nao resultaram estatisticamente
diferentes do periodo controle (Figura 22 D e E, Tabela 4).

A suplementacédo precoce com melatonina preveniu a diminuicdo na média da
atividade motora apos trés dias de diabetes (Figura 24, terceira coluna), ja que ndo

se observou uma diferenca estatistica contrastando com o periodo controle.

4.7.2 Caracteristicas metabdlicas

A suplementacao precoce nao preveniu a perda de peso nem a hiperglicemia
(Figura 30 A e C) causada pelo diabetes.
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Perfil diario do ritmo de temperatura corporal de um animal

representativo do grupo diabético suplementado precocemente

com melatonina
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(A) Termograma representado por colora¢ges vermelhas a amarelas indicando temperaturas maiores
e gris a preto indicando temperaturas menores. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos
brancos e pretos no inferior do termograma indicam o regime de luminosidade durante os
experimentos. Barra lateral branca superior indica a suplementagdo precoce e a inferior indica a
segunda suplementacdo, a barra preta superior indica periodo diabético e a barra preta inferior indica
o periodo sem suplementacado. (B) Mapa de fases da temperatura corporal. Para gerar o mapa, as
acrofases resultantes da andlise pelo Cosinor (média de 1 dia) foram plotadas segundo o ZT
correspondente para gerar o padrao diario (média + EPM). A fase escura (ZT12 a ZT24) esta
representada pela area cinza do grafico. As setas e barras laterais indicam o inicio dos periodos
diabético (vermelha), suplementados (verde) e sem tratamento (rosa). Os painéis centrais mostram os
periodogramas correspondentes a cada periodo (controle, painel superior; suplementacdo precoce,
segundo painel, diabético sem suplementagéo, terceiro painel; segunda suplementacdo, painel
inferior), indicando o periodo predominante, quando estiver por cima do limiar (1440 min = 24 h). (C)
Curva ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento. (D) MESOR
resultado das analises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. (E) Amplitude resultado das analises
pelo Cosinor dia a dia da temperatura. Para todos os parametros ritmicos (MESOR, amplitude,
acrofase e curva ajustada) somente foram considerados os dias que apresentaram oscilacdes de 24h
na analise de ANOVA unifatorial.
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Figura 22 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo
do grupo diabético suplementado precocemente com melatonina

1443
A A B zT
AN 3 6 9 121518 21 24
—— . -] &, / - \\‘ —
- — a » 7;_7 _74‘_ ==
—— —— a fi e ..
— e D 5 ot Injecéo de
JES T E——— ___:-_ _.-.l-l.l—‘___._ :l min . +STZ
- -_—.-‘-__—_-_.-h‘_-— p_— - -
o 10 - . Suplementacéo
——— = gom
M — R —————— 15 = Melatonina
— ST SR ra—
R e ——— PR WP —
- e ——L b .| -
- y —— 20 -
[ a—) B — I
- —i -
— — - @ 25 ... Tratamento
L ——— ettt e R .
e - 1434 O ——  interrompido
— ol A 30 .
frm— ———— 1004 }’ '\ -
— - ey —— 5 J 35 ==
= I N _.::—
_——1 - 1200 1300 1400 1500 1600 4
= = ? m 40 o= *chralementagao
TR S S——— i e 1434 —
e e el e e ol = .
— —aa " A —— Melatonina
[ el e——— . — | =0 [ ‘\ 45 -
— —l s i — —l—.-__-_. 100 ; "\ "-LF
—— PR—— 50, f‘ .\ 50 e
gy p—m F;__Az_i \ -
e il R 1200 1300 1400 1500 1600 -
= e e
"I W [0 : -




70

C o STZ MEL STOP MEL

800+

600+

400+

Contagem (U.A.)

200+

W
MESOR da Contagem (U.A)
N9 a3 g g I
o o o o o
L Q9
S

_\
=}
<@

?

Amplitude
N w
o o
o o
1 1
i —
————
e
.
e
A
’—'{T
T
///'
-
—~
—
—
=,
—
— N
—
—
AN
[ -
—m
:&:
— N
—
B ——
=
— e
i anl

) O No o qjo N Pl © e} AN) &
Dias

(A) Actograma representado por barras indicando diferentes niveis de atividade obtida por somatéria
a cada 1 hora. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos brancos e pretos no inferior do
termograma indicam o regime de luminosidade durante os experimentos. Barra lateral branca superior
indica o tratamento precoce e a inferior indica a restituicio da suplementacéo, a barra preta superior
indica periodo diabético e a barra preta inferior indica o periodo sem suplementacédo. (B) Mapa de
fases da atividade motora. Para gerar o mapa, as acrofases resultantes da andlise pelo Cosinor
(média de 1 dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente para gerar o padrdo diario (média +
EPM). A fase escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area cinza do grafico. As setas laterais
indicam o inicio dos periodos diabético (vermelha), suplementados (verde) e sem suplementacéo
(rosa). Os painéis centrais mostram os periodogramas correspondentes a cada periodo (controle,
painel superior; suplementacdo precoce, segundo painel, diabético sem suplementagdo, terceiro
painel; restituicio da suplementacdo, painel inferior), indicando o periodo predominante, quando
estiver por cima do limiar (1440 min = 24 h). (C) Curva ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada
dia a dia durante o experimento. (D) MESOR resultado das analises pelo Cosinor dia a dia da
atividade. (E) Amplitude resultado das analises pelo Cosinor dia a dia da atividade. Para todos os
parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase e curva ajustada) somente foram considerados os
dias que apresentaram oscilacdes de 24h na anédlise de ANOVA unifatorial.
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Figura 23 — Média da temperatura dos periodos controle (CT), diabético (D1),
primeira suplementacédo (DM1), suplementacéo interrompida (D2) e a
restituicdo da suplementacdo com melatonina (DM2) do animal
representado na figura 21
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator suplementacédo. *** p < 0.001 vs
controle, diabético e suplementacéo interrompida, “* p < 0,001 vs todos os grupos. Média + EPM.

Figura 24 — Média da atividade dos periodos controle (CT), diabético (D1), primeira
suplementacao (DM1), suplementacao interrompida (D2) e restituicdo
da suplementacdo com melatonina (DM2) do animal representado na
figura 22
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator suplementacdo. * p < 0.05 vs
todos os grupos, *p<0,05 vs controle e diabético. Média tEPM.
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4.8 Tratamento precoce com insulina e melatonina

4.8.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

Finalmente, foi estudado o efeito do tratamento conjunto de insulina e
melatonina quando administrado precocemente. O periodograma mostrou que o
periodo de 24 h da temperatura foi mantido durante os 15 dias de tratamento
precoce (Figura 25, segundo painel). A andlise da ritmicidade pelo Cosinor mostrou
que o ritmo da temperatura foi mantido com o tratamento precoce, como observado
no termograma e na curva ajustada (Figura 25 A e C), o mapa de acrofases também
foi mantido, porém houve um adiantamento de fase significativo (Figura 25 B e
Tabela 3). O MESOR aumentou e a amplitude permaneceu inalterada (Figura 25 D e
E, Tabela 3).

Este tratamento precoce preveniu a hipotermia, inclusive aumentando a
temperatura sobre os valores controle (Figura 27, terceira coluna).

O periodograma do ritmo de atividade motora se manteve inalterado durante o
tratamento precoce (Figura 26, segundo painel). O tratamento preveniu os efeitos
deletérios do diabetes, mantendo a ritmicidade da atividade, como observado no
actograma e na curva ajustada (Figura 26 A e C). O mapa de acrofases se manteve
inalterado durante o tratamento, assim como 0s parametros ritmicos, que nao
apresentaram diferencas significativas respeito ao periodo controle (Figura 26 B, D e
E, Tabela 4).

O tratamento precoce impediu a queda da atividade média, e causou um
aumento da mesma, porém nao significativamente diferente do controle (Figura 28,

terceira coluna).

4.8.2 Caracteristicas metabdlicas

Durante o tratamento precoce 0s animais continuaram ganhando peso e a

glicemia voltou aos valores normais (Figura 31 A e C).
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Figura 25 — Perfil diario do ritmo de temperatura corporal de um animal

representativo do grupo diabético tratado precocemente com
insulina e melatonina
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(A) Termograma representado por coloracdes vermelhas a amarelas indicando temperaturas maiores
e gris a preto indicando temperaturas menores. Cada linha representa um dia de registro. Retangulos
brancos e pretos no inferior do termograma indicam o regime de luminosidade durante os
experimentos. Barra lateral branca superior indica o tratamento precoce e a inferior indica o segundo
tratamento, a barra preta superior indica periodo diabético e a barra preta inferior indica o periodo
sem tratamento. (B) Mapa de fases da temperatura corporal. Para gerar o0 mapa, as acrofases
resultantes da analise pelo Cosinor (média de 1 dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente
para gerar o padréo diario (média + EPM). A fase escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area
cinza do grafico. As setas laterais indicam o inicio dos periodos diabético (vermelha), tratados (roxa) e
sem tratamento (rosa). Os painéis centrais mostram 0s periodogramas correspondentes a cada
periodo (controle, painel superior; tratamento precoce, segundo painel, diabético sem tratamento,
terceiro painel; segundo tratamento, painel inferior), indicando o periodo predominante, quando
estiver por cima do limiar (1440 min = 24 h). (C) Curva ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada
dia a dia durante o experimento. (D) MESOR resultado das andlises pelo Cosinor dia a dia da
temperatura. (E) Amplitude resultado das analises pelo Cosinor dia a dia da temperatura. Para todos
os parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase e curva ajustada) somente foram considerados
os dias que apresentaram oscilacdes de 24h na analise de ANOVA unifatorial.
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Figura 26 — Perfil diario do ritmo de atividade motora de um animal representativo
do grupo diabético tratado precocemente com insulina e melatonina
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(A) Actograma representado por barras indicando diferentes niveis de atividade obtida por somatéria
a cada 1 hora. Cada linha representa um dia de registro. Retdngulos brancos e pretos no inferior do
termograma indicam o regime de luminosidade durante os experimentos. Barra lateral branca superior
indica o tratamento precoce e a inferior indica o segundo tratamento, a barra preta superior indica
periodo diabético e a barra preta inferior indica o periodo sem tratamento. (B) Mapa de fases da
atividade motora. Para gerar o mapa, as acrofases resultantes da analise pelo Cosinor (média de 1
dia) foram plotadas segundo o ZT correspondente para gerar o padrdo diario (média £ EPM). A fase
escura (ZT12 a ZT24) esta representada pela area cinza do gréfico. As setas laterais indicam o inicio
dos periodos diabético (vermelha), tratados (roxa) e sem tratamento (rosa). Os painéis centrais
mostram os periodogramas correspondentes a cada periodo (controle, painel superior; tratamento
precoce, segundo painel, diabético sem tratamento, terceiro painel; segundo tratamento, painel
inferior), indicando o periodo predominante, quando estiver por cima do limiar (1440 min = 24 h). (C)
Curva ajustada a cada 24 h pelo Cosinor e plotada dia a dia durante o experimento. (D) MESOR
resultado das andlises pelo Cosinor dia a dia da atividade. (E) Amplitude resultado das analises pelo
Cosinor dia a dia da atividade. Para todos os parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase e
curva ajustada) somente foram considerados os dias que apresentaram oscila¢des de 24h na analise
de ANOVA unifatorial.



Figura 27 — Média da temperatura dos periodos controle (CT), diabético (D1),
primeiro tratamento (DIM1), tratamento interrompido (D2) e
restituicdo do tratamento com insulina e melatonina (DIM2) do

animal representado na figura 25
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ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator tratamento. ** p < 0.01 vs todos
os grupos, “ p < 0,001 vs controle, primeiro tratamento e tratamento interrompido, *® p < 0,001 vs

diabético. Média + EPM.

Figura 28 — Média da atividade dos periodos controle (CT), diabético (D1), primeiro
tratamento (DIM1), tratamento interrompido (D2) e restituicdo do
tratamento com insulina e melatonina (DIM2) do animal representado

na figura 26

ANOVA unifatorial sequida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator tratamento. **p < 0,01 vs

primeiro tratamento e tratamento interrompido. Média + EPM.
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4.9 Interrupcéo dos tratamentos precoces

Também, estudamos se os efeitos dos diferentes tratamentos precoces eram
dependentes da continuidade dos mesmos. Para avaliar isto, os tratamentos foram
suspensos por 15 dias e logo restituidos por mais 15 dias (Figura 4).

As andlises de periodograma mostraram que durante os 15 dias que o0s
tratamentos foram interrompidos o periodo de 24 h da temperatura foi mantido
(Figura 17, 21, 25, terceiro painel). As analises pelo método do Cosinor mostraram
gue durante esses 15 dias a ritmicidade da temperatura corporal ndo foi totalmente
perdida, como se observou nos animais com 33 dias de diabetes porém, tanto o
termograma quanto a curva ajustada apresentaram altera¢des significativas (Figura
17, 21, 25 A e C), o MESOR resultou significativamente reduzido (Figura 17, 21, 25
D e Tabela 3), mas as médias das acrofases e da amplitude ndo resultaram
alteradas (Figura 17, 21, 25 E e Tabela 3). O mapa de acrofases apresentou
alteragcbes, mas a maioria dos dias resultou ritmica (Figura 17, 21, 25 B).

No caso da atividade, o periodo de 24 h também foi mantido durante os 15
dias sem tratamentos (Figura 18, 22, 26, terceiro painel). Houve alteracdo parcial
dos parametros ritmicos, porém o diabetes ndo causou uma ruptura total, como foi
observado no ritmo de temperatura (Figuras 18, 22 e 26 A e C). Houve uma
tendéncia a diminuicdo do MESOR e da amplitude, mas n&o atingiu significancia
estatistica (Tabela 4).

As médias da temperatura (Figuras 19, 23 e 27, quarta coluna) e da atividade
(Figura 20, 24, e 28, quarta coluna) resultaram diminuidas significativamente. A
hiperglicemia reapareceu e os animais cessaram o ganho de peso (Figura 29, 30, 31
AeC).

4.10 Restituicdo do tratamento com insulina

4.10.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

O periodo de 24 h da temperatura corporal foi mantido depois da restituicao

do tratamento com insulina, na analise da série temporal de 15 dias (Figura 17,
painel inferior). A ritmicidade perdida durante a interrupcdo do tratamento foi
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restaurada (Figura 17 A e C) quando o tratamento com insulina foi restituido, assim
como o MESOR e as acrofases, mas a amplitude continuou aumentada (Figura 17
B, D e E, Tabela 3).

A restituicdo do tratamento com insulina, 15 dias depois da interrupgcédo do
tratamento precoce, aumentou a média da temperatura, porém ndo atingiu a
significancia estatistica (Figura 19, ultima coluna).

Para a atividade, assim como observado para a temperatura, a restituicdo do
tratamento manteve o periodograma inalterado, com o periodo predominante de 24 h
(Figura 18, ultimo painel). A restituicdo do tratamento ndo conseguiu reverter a
diminuicdo do MESOR observada no periodo em que os animais ndo receberam
tratamento, que continuou significativamente reduzido, e a amplitude também
permaneceu reduzida, mas sem atingir a diferenca estatistica (Figura 18 D e E,
Tabela 4).

A média da atividade nao foi revertida apds a restituicdo do tratamento com

insulina e permaneceu reduzida (Figura 20, ultima coluna).

4.10.2 Caracteristicas metabolicas

Durante o tratamento com insulina, 0 peso continuou aumentando e a

glicemia novamente retornou aos valores normais (Figura 29 A e C).

4.11 Restituicdo da suplementacdo com melatonina

4.11.1 Perfis diérios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

A analise de periodograma mostrou que o periodo de 24 h da temperatura se
manteve sem modificagcdes (Figura 21, painel inferior). A ritmicidade perdida da
temperatura durante a interrupcdo dos tratamentos foi restaurada quando a
suplementacao foi retomada (Figura 21 A e C). O MESOR néao foi normalizado, mas
voltou ao mesmo valor que tinha durante a primeira suplementagdo, a média da
amplitude e das acrofases permaneceram inalteradas, e o mapa de acrofases foi
restaurado completamente (Figura 21 B, D e E, Tabela 3).

A restituicdo da suplementacdo, apés 15 dias de ter sido interrompida,

aumentou a temperatura média até o nivel atingido durante a primeira
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suplementagdo, porém ainda menor que durante o periodo controle (Figura 23,
altima coluna).

No caso da atividade motora, o periodograma também mostrou que o periodo
de 24 h foi mantido (Figura 22, painel interior). O ritmo se manteve como no periodo
controle, como se observa no actograma e na curva ajustada (Figura 22 A e C). O
mapa de acrofases mostrou um atraso de fase significativo (Figura 22 B e Tabela 4).
O MESOR e a amplitude aumentaram, mas o MESOR continuou diferente ao
controle (Figura 22 D e E, Tabela 4).

A restituicdo da suplementagdo ndo conseguiu reverter a queda da atividade
média (Figura 24, ultima coluna).

4.11.2 Caracteristicas metabodlicas

A segunda suplementacdo com melatonina ndo teve efeito sobre a

hiperglicemia nem sobre o peso corporal, que continuou diminuido (Figura 30 A e C).

4.12 Restitui¢cdo do tratamento com insulina e melatonina

4.12.1 Perfis diarios dos ritmos de temperatura corporal e de atividade motora

A ritmicidade perdida durante a interrupcdo do tratamento foi restaurada
(Figura 25 A e C), e com a restituicdo do tratamento o MESOR aumentou, porém a
amplitude e as acrofases permaneceram inalteradas, mas o mapa de acrofases foi
restabelecido (Figura 25 B, D e E, Tabela 3). O periodo de 24 h se manteve com o
tratamento restituido (Figura 25, ultimo painel).

A média da temperatura corporal aumentou significativamente em relacédo ao
periodo sem tratamento, porem ndo atingiu os valores do periodo controle (Figura 27
ultima coluna).

A ritmicidade da atividade motora se manteve pode se observar no actograma
e na curva ajustada (Figura 26 A e C), porém houve uma queda significativa do
MESOR e da amplitude, mas o mapa de acrofases assim como a média das
acrofases nao resultou alterado (Figura 26 B, D, E, Tabela 4). O periodo de 24 h da
atividade motora se manteve apds a restituicdo do tratamento (Figura 26, painel

inferior).
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A média da atividade motora diminuiu significativamente durante o segundo
tratamento (Figura 28 ultima coluna).

4.12.2 Caracteristicas metabolicas

Com a restituicdo do tratamento com insulina e melatonina os animais

continuaram ganhando peso e se restabeleceu a normoglicemia (Figura 31 A e C).

Figura 29 — Variacdo de peso corporal e glicemia de animais diabéticos
tratados precoce ou tardiamente com insulina
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Média do peso dos animais diabéticos (STZ) tratados precoce (A) ou tardiamente (B) com insulina
(INS) ao longo das 9 semanas de registro. Variacdo da glicemia de animais diabéticos tratados
precoce (C), ou tardiamente (D) com insulina. Os animais com tratamento precoce tiveram seus
tratamentos interrompidos (STOP). (n=3/grupo). Média + EPM.
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Figura 30 — Variacdo de peso corporal e glicemia de animais diabéticos
suplementados precoce ou tardiamente com melatonina
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suplementados precoce (C), ou tardiamente (D) com melatonina. Os animais com tratamento precoce
tiveram seus tratamentos interrompidos (STOP). (n=3/grupo). Média + EPM.
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Figura 31 — Variacdo de peso corporal e glicemia de animais diabéticos
tratados precoce ou tardiamente com insulina e melatonina
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diabéticos tratados precoce (C), ou tardiamente (D) com insulina e melatonina. Os animais com
tratamento precoce tiveram seus tratamentos interrompidos (STOP). (n=3/grupo). Média + EPM.
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Tabela 3 — Parametros ritmicos da temperatura corporal nos diferentes tratamentos
precoces

Tratamentos precoces

Grupo tratado com insulina

Controle 1ro Insulina Diabético 2do Insulina
MESOR 37,55+0,01850 37,59 +0,02640 37,18 % 37,41 + 0,05469%®
0,06034"" PbP b
Amplitude 0,2814 +0,01969 0,3546 + 0,0248 0,3915 + 0,042 0,4329 + 0,0908*
Acrofase 15,46 + 0,4256 14,31 +£0,2471 15,18 +0,6522 14,27 + 0,4303
Grupo suplementado com melatonina
Controle 1ra Melatonina Diabético 2da Melatonina
MESOR 38,15+0,01875 37,84 +0,02414 37,57+ 37,84 + 0,03808
0,05185 " PPP asa
Amplitude 0,3157 +0,02467 0,3460 +0,02156 0,3473 + 0,3477 £ 0,02822
0,02697

Acrofase 16,57 + 0,5227 16,66 + 0,6569 14,60 £ 1,400 16,57 £ 0,2733
Grupo tratado com insulina + melatonina

Controle 1ro Insulina + Diabético 2do Insulina +
Melatonina Melatonina
MESOR 37,55 +0,01672 37,58 + 0,01696* 37,29 £ 37,44 + 0,04681
0,08757"°
Amplitude 0,2543 +0,02553 0,3740 +0,02801 0,4218 * 0,4127 + 0,03099*
0,03670

Acrofase 18,08 + 0,4162 14,89 +0,1850  14,63+0,7259 15,06 +0,4708"

ANOVA unifatorial seguido de Bonferroni para cada tratamento (insulina, melatonina e insulina +
melatonina). p<0,05 para o fator tratamento. ~ p < 0,001,  p < 0,01, p < 0,05 vs controle, ***p <
0,001, ®p < 0,01 vs diabético, ™ p < 0,01, ® p < 0,05 vs 1ro tratamento. Média + EPM.
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Tabela 4 — Parametros ritmicos da atividade motora nos diferentes tratamentos

precoces

Tratamentos Precoces

MESOR

Amplitude
Acrofase

MESOR
Amplitude
Acrofase

MESOR

Amplitude
Acrofase

Grupo tratado com insulina

Controle 1ra Insulina Diabético
429,8 + 15,63 423,3+6,920 381,3+17,20
218,2 + 16,08 230,8+9.846 218,9+22,63

17,46 +0,1777 18,44 +0,2694 18,08 + 00,3496
Grupo suplementado com melatonina

Controle 1ra Mel Diabético
492,8 + 19,95 4576 +1259 3937 +11,62 °°
2287 +3255  264,3+1423 1921 +9.983°

17,42 +0,3367 18,87 +0,3315 18,73 +0,3789
Grupo tratado com insulina + melatonina

Controle 1ra Insulina + Diabético
Melatonina

157,3 £ 5,452 162,8 +7,599 159,4 + 7,630

120,2 £ 5,297 111,21 +£7,069 109,9 + 8,270

19,21 +0,1896 18,88 +0,2337 19,19 +0,3015

2da Insulina
370,5+ 9,423 °
190,6 + 6,747
18,38 + 0,3168

2da Melatonina
431,4+ 9,013
218,4 + 8,724

19,58 + 0,2764

2da Insulina +
Melatonina
133,3+ 2,799
a

85,83 + 3,804 °
19,22 + 0,3223

ANOVA unifatorial seguido de Bonferroni para cada tratamento (insulina, melatonina e insulina +
melatonina). p<0,05 para o fator tratamento. ~ p < 0,001,  p < 0,01, p < 0,05 vs controle, ***p <
0,001, 2 p < 0,05 vs diabético, ™ p < 0,01, ® p < 0,05 vs 1ro tratamento. Média + EPM.
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5 DISCUSSAO

A relacéo entre os ritmos de atividade locomotora e de temperatura foram
discutidos em vérios estudos e em diversas espécies. Em humanos, foi observado
gue o ritmo de temperatura possui um adiantamento de fase em relacdo ao ritmo de
atividade (Wever, 1980) e ocasionalmente esses dois ritmos podem sofrer
desacoplamento, como por exemplo, em individuos com tendéncias neuréticas
mantidos em livre curso (sem “pistas” ambientais) onde foi demonstrada uma
dessincronizacao interna desses pacientes em relacdo aos individuos controles, ja
gue a instabilidade emocional estaria relacionada com distarbios temporais e
comportamentais; ou por existir uma multiplicidade de osciladores no organismo
(Aschoff et al., 1967; Lund, 1974). Por outro lado, estudos em outras espécies de
mamiferos ndo observaram esse fenbmeno, tanto em espécies diurnas quanto
noturnas, (Refinetti et al., 1997, 1999), sugerindo que nesses animais 0s ritmos de
atividade locomotora e de temperatura estéo fortemente acoplados e provavelmente
sejam controlados por um Unico marca-passo circadiano (Refinetti et al., 1992,
1999).

No presente trabalho foi estudado o perfil diario dos ritmos de temperatura e
atividade motora de ratos Wistar tanto de seus periodos controle, diabético induzido
por STZ como das possiveis modificagdes resultantes do tratamento tardio com
insulina e/ou suplementagdo com melatonina, assim como 0s parametros ritmicos
(MESOR, amplitude e acrofase). Também foi estudado o papel precoce que esses
tratamentos poderiam ter nos ritmos de temperatura e atividade e se esses efeitos
seriam dependentes da continuidade dos tratamentos.

Os animais apresentaram ritmos diarios de temperatura e atividade motora,
definidos e estruturados, com valores mais altos durante a fase escura. Esses
resultados ja eram esperados, pois estes animais sdo de habitos noturnos e
consequentemente todos seus parametros metabdlicos e fisiologicos estao
adaptados a fase de maior atividade.

O diabetes induzido por STZ causou ruptura do ritmo de temperatura e
alteracéo do ritmo de atividade motora ja que neste ultimo caso ndo houve perda do
periodo de 24 h nem dos seus parametros ritmicos (MESOR, amplitude e acrofase).

Devido a sua robustez, o ritmo de temperatura corporal € considerado amplamente
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um ’ritmo marcador” do reldgio bioldégico (Hanneman et al., 2001). Sua complexa
regulacdo envolve varios elementos como o horménio tireoidiano, o tecido adiposo
marrom (TAM), assim como estruturas neurais como o nucleo paraventricular (NPV)
e 0s nucleos supraquiasmaticos (NSQ), através de mecanismos cronobiol6gicos,
neurais, enddcrinos, metabdlicos e moleculares.

Existem varias evidéncias na literatura mostrando que o diabetes induzido por
STZ causa uma diminuicdo significativa na temperatura corporal levando a
hipotermia (Howarth et al., 2005a,b, 2006), e que o tratamento exdgeno com insulina
€ capaz de reverter esse quadro restabelecendo a temperatura normal, mas nao a
atividade média, a qual permanece inalterada com respeito ao estado diabético
(Howarth et al., 2006, 2011). No presente trabalho descrevemos pela primeira vez o
perfil diario da temperatura corporal e de atividade motora de animais diabéticos, e
demonstramos que o diabetes ndo somente causa hipotermia, como também causa
a alteracdo dos ritmos diarios de temperatura e atividade motora, de forma
progressiva observada através das alteracbes em todos os parametros ritmicos
(MESOR, amplitude e acrofase).

Como esperado, os animais diabéticos perderam peso e mantiveram a
hiperglicemia. No presente modelo é fundamental o uso do proprio animal como
controle dele mesmo, devido a cada individuo possuir um perfil de temperatura e
atividade motora particular, com intervalos de valores diferentes entre os individuos.
Essas variacoes de temperaturas e atividade seriam perdidas se os animais fossem
agrupados para as analises ritmicas.

O diabetes é uma doenca metabdlica diretamente relacionada ao
metabolismo energético e a regulacdo da temperatura. Por outra parte, o
hipotireoidismo € uma doenca associada a maioria dos modelos experimentais de
diabetes (STZ e Alloxana), e também tem um papel importante na termorregulacao
(Katovitch et al., 1993; Rodgers et al., 1991; Rondeel et al., 1992; Schroder-Van Der
Elst, Van Der Heide, 1992; Sochor et al.,, 1987; Sundaresan et al., 1984). Dados
mais recentes na literatura mostram que a STZ causa hipotireoidismo (diminui¢cdo do
contetdo de T3 e T4, assim como aparecimento de sinais clinicos do
hipotireoidismo, aumento do intervalo Q-T e diminuicdo da temperatura retal). Dados
na literatura mostraram diminuicdo significativa na temperatura corporal apos oito

semanas de diabetes por STZ, porém duas semanas nao é tempo suficiente para
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observar esse fenbmeno (Zhang et al., 2002). Esses dados diferem dos obtidos no
presente trabalho assim como com outros trabalhos na literatura (Howarth et al
2005a, 2006), onde duas semanas de diabetes é tempo suficiente para observar a
diminuicAo da temperatura corporal. Essa discrepancia nos resultados
provavelmente se deve a diferencas metodologicas, dado que Zhang et al., (2002)
mediram a temperatura retal somente duas vezes (duas e oito semanas apés a
injecdo de STZ), ao invés de monitora-la continuamente, como mostrado no
presente trabalho. O diabetes diminui a temperatura média e causa ruptura do seu
ritmo diario, porém, observamos que durante esse periodo 0s animais apresentaram
dias onde a temperatura atingiu valores normais. Devido a este fendmeno, a
temperatura retal poderia mascarar a hipotermia causada pelo diabetes, que ja é
observada no inicio da doenca e, portanto o monitoramento da temperatura por
telemetria resulta num método mais adequado, além de ser menos invasivo por
requerer manipulagcdes menos repetitivas no momento de registrar a temperatura do
animal (Clement et al., 1980; Harkin et al., 2002).

Trabalhos anteriores mostraram uma correlagcdo negativa entre a glicemia e o
contetdo de T3 e T4 livres. O tratamento com insulina preveniu todos os sinais do
hipotireoidismo e restaurou o conteudo normal de T3 e T4 livres; o tratamento com
T3 normalizou a temperatura corporal, a frequéncia cardiaca e o intervalo Q-T, mas
nao teve acdo sobre a hiperglicemia. Portanto esses efeitos sao resultado de um
hipotireoidismo secundario ao diabetes induzido por STZ (Matsen et al., 2013; Zhang
et al., 2002).

Outros trabalhos demonstraram a importancia do TAM na regulacdo da
temperatura. A termogénese pelo TAM contribui com o aumento da temperatura
central durante a fase escura, indicando que mudancas circadianas na termogénese
pelo TAM possuem um papel importante na manutencéo geral do ritmo circadiano de
temperatura (Yang et al., 2011).

A melatonina também esta envolvida na regulacdo da temperatura mediante a
inducéo de perda de calor por vasodilatacdo (Krauchi et al., 1997), possuindo assim
um efeito hipotérmico, provavelmente agindo a través de mecanismos
serotoninérgicos (Lin et al., 2002). Outro trabalho mostrou variagdes no ritmo de
secrecdo de melatonina ndo tém efeito no MESOR nem na amplitude da

temperatura (Aguzzi et al., 2006). Dados na literatura mostram resultados
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controversos a respeito da sintese pineal de melatonina em animais diabéticos por
STZ. Herichova et al. (2005) mostraram que nao existem alteracbes no ritmo de
sintese de melatonina nesses animais. Peschke et al. (2008) mostraram um
aumento no conteudo plasmatico de melatonina apés a injecdo de STZ. Finalmente,
dados do grupo (Amaral et al., submetido) mostraram, usando técnicas variadas,
inclusive microdialise pineal, uma diminui¢do significativa na sintese de melatonina
pela glandula pineal em animais diabéticos.

Nossos dados demonstram que, o diabetes causou uma diminuicdo
significativa na atividade média dos animais. Isso estd em concordancia com a
literatura que mostra que quinze dias de diabetes é suficiente para diminuir
significativamente a média da atividade motora (Howarth et al., 2006). Além disso,
demonstramos que o diabetes provocou a desorganizacdo do ritmo diario da
atividade motora, sendo menos afetado que o ritmo da temperatura, ja que a maioria
dos dias permaneceu ritmica, e o periodo de 24 h nao foi perdido ao final dos 33
dias de diabetes. O ritmo de atividade motora € um ritmo menos sensivel aos danos
provocados pelo diabetes, que também atua alterando outros mecanismos que
controlam a temperatura. Os animais apresentam menos atividade, possivelmente
associado ao seu estado metabdlico, ja que néo ter a insulina reduzida pela acao da
STZ, a captacdo de glicose muscular esta reduzida e, portanto a atividade motora
dos animais se encontra diretamente afetada.

Devido a insulina e a melatonina serem hormoénios importantes e ambos
estarem envolvidos na regulagédo da temperatura, que foi o ritmo mais afetado pelo
diabetes, tratamos animais diabéticos com insulina e/ou melatonina e estudamos os
efeitos desses horménios nos ritmos de temperatura e atividade motora. O
tratamento tardio com insulina reverteu a hipotermia, como se esperava pelas
evidéncias na literatura (Howarth et al., 2006, 2011) e de forma geral, a
desorganizacgdo do ritmo de temperatura gerada pelo diabetes, ja que o periodo de
24 h perdido durante a doenca foi restaurado pelo tratamento. Porém, a amplitude e
as acrofases nao foram restauradas. A atividade média, por sua parte, nao foi
revertida pela insulina, nem os parametros ritmicos. Dados na literatura mostram que
o tratamento com insulina reverte a diminuicdo da temperatura média, porém néo da
atividade motora média, causados pela inducédo do diabetes por STZ (Howarth et al.,

2006). Isto demonstra que a insulina regula principalmente o ritmo de temperatura
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tendo um efeito menos significativo sobre o ritmo da atividade, porém a insulina
consegue prevenir a diminuicdo ainda maior da atividade por melhorar a condi¢cao
metabadlica do animal.

A melatonina € o hormonio que sinaliza as variacdes das fases clara e escura
do ambiente para o meio interno, e também € importante na manutencdo da
sincronizagdo interna (Gubin et al., 2006). Apdés demonstrarmos a ruptura do ritmo
de temperatura e sabendo que, a temperatura € um marcador da sincronizacao
interna do organismo, que a melatonina é um regulador importante da temperatura
em humanos (Cagnacci et al., 1992) e que o rato € um animal de habito noturno,
suplementamos com melatonina em doses fisioldégicas. A melatonina ndo foi capaz
de reverter a hipotermia nem restaurar o ritmo normal da temperatura; porém foi
suficiente para restabelecer o periodo de 24 h. Por outro lado, a melatonina teve um
efeito mais forte sobre o ritmo de atividade. A melatonina n&o conseguiu atenuar a
gueda na atividade média, levando a uma queda ainda maior que no periodo
diabético. Com a suplementacdo, aumentou o0 numero de dias ritmicos e as
acrofases resultaram na fase escura, o que poderia se explicar pelo fato de que a
melatonina age como sincronizador do meio interno, fazendo com que o animal
apresente sua atividade predominantemente na fase escura. Ja o MESOR e a
amplitude permaneceram diminuidos. O animal se movimenta menos por falta de
energia, mas sua atividade ocorre na fase certa. Finalmente, o tratamento
combinado com insulina e melatonina reverteu a hipotermia, a perda de peso e a
hiperglicemia, assim como restaurou completamente o ritmo de temperatura. A
média da atividade aumentou significativamente, porém ndo reverteu aos valores
normais. O ritmo resultou parcialmente restaurado, com maioria de dias ritmicos com
suas acrofases na fase escura. Esses resultados mostram uma ac¢ao conjunta dos
dois horménios, j& que a insulina permite que o animal tenha melhor estado
metabdlico e reverte o hipotireoidismo que estaria causando a hipotermia, e a
melatonina sincroniza a temperatura e a atividade para a fase certa. Ainda € preciso
estudar os mecanismos por tras deste fendbmeno, mas provavelmente a melatonina
esteja potenciando a acédo da insulina, agindo como agente sincronizador. Com
esses resultados resulta importante considerar a inclusdo da melatonina no
tratamento com insulina em individuos diabéticos, dado que a ruptura do ritmo de

temperatura e as alteragbes no ritmo de atividade motora, assim como
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provavelmente outros ritmos no organismo, que estejam sendo alterados pelo
diabetes ndo estejam sendo restaurados unicamente pelo tratamento com insulina.

Observa-se que frente a desorganizacéo circadiana decorrente do diabetes,
houve uma resposta diferente dos dois ritmos estudados. Isso, junto com os efeitos
observados da melatonina sobre os dois ritmos (a¢ao predominante sobre o ritmo de
atividade), nos leva a pensar na possibilidade de serem controlados por osciladores
diferentes nos NSQ. Em roedores, é bem estabelecido que a temperatura corporal e
a atividade motora estdo acopladas no ciclo claro/escuro 12:12 e em condi¢cOes
constantes (claro constante; escuro constante). Ainda € desconhecido se esses dois
ritmos sdo gerados por um mecanismo circadiano Unico ou controlados por
mecanismos separados (Benstaali et al., 2001). Por outro lado, dados mais recentes
na literatura discordam dessa teoria, fundamentando a existéncia de um unico
oscilador no NSQ responsavel pelos dois ritmos ja que em condi¢des de luz ténue
constante (livre-curso), os periodos e amplitudes dos ritmos de temperatura e
atividade de roda resultaram acoplados, mesmo em ratos com dessincronizacao
interna espontanea até a perda de ritmicidade (Aguzzi et al., 2006).

Alguns efeitos deletérios do diabetes sobre os parédmetros ritmicos da
temperatura e da atividade motora foram melhorados, e a perda de peso, a
hipotermia e a hiperglicemia foram prevenidos pelo tratamento precoce com insulina.
Esses efeitos benéficos da insulina sdo dependentes da continuidade do tratamento,
ja que quando ele fora interrompido, alguns dos efeitos deletérios do diabetes
reapareceram. A restituicdo do tratamento, 15 dias depois, teve um efeito similar ao
da insulina quando administrada tardiamente. Portanto, a insulina possui um efeito
precoce nos ritmos diarios de temperatura e atividade quando administrada logo
apos o inicio da doenca, ja que a restituicdo do tratamento ndo resultou téo efetiva,
pois ndo restaurou todos o0s parametros ritmicos nem conseguiu restaurar a
temperatura nem a atividade média. Por outro lado, nem 3 nem 15 dias de diabetes
foram suficientes para se observar a predominancia de outro periodo diferente do de
24 h nos dois ritmos, enquanto que os animais que ficaram diabéticos durante 33
perderam o periodos de 20 a 28 h somente do ritmo de temperatura. Portanto é
possivel que o periodo seja um parametro mais estavel e seja necessario um dano

maior para que desapareca.
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7

No presente trabalho demonstramos que a melatonina é capaz de manter
parcialmente o ritmo de temperatura em animais diabéticos quando administrada
poucos dias apds o inicio da doenca, porém ndo resulta tdo eficiente como a
insulina, j& que os parémetros ritmicos resultaram alterados significativamente.
Novamente, a melatonina foi mais efetiva sobre o ritmo de atividade, ja que preveniu
a queda da média e manteve seu ritmo. A restituicdo da suplementagdo com
melatonina restabeleceu os valores obtidos na suplementacéo precoce, e no caso da
atividade, ndo reverteu a diminuicdo na meédia, mas atenuou os efeitos dos quinze
dias de diabetes. Portanto, no caso da melatonina ela tem um papel limitado na
ritmicidade da temperatura, atenuando os efeitos deletérios do diabetes, e os quinze
dias durante os quais foi interrompida sua administracdo ndo causaram dano
significativo que ndo permitisse a ela cumprir sua funcdo. A melatonina também
aumentou a temperatura média, mas néo teve efeito sobre a hiperglicemia, a qual se
manteve durante a suplementacdo. Com vista nesses resultados, a melatonina tem
um papel mais importante na ritmicidade (prevenindo a perda do periodo de 24 h nos
ritmos de temperatura e atividade), e na atividade, no entanto a insulina age tanto
sobre os efeitos no metabolismo e na ritmicidade, principalmente na temperatura.
Mesmo assim, demonstramos no presente trabalho que a melatonina administrada
precocemente é importante como prevencdo da disrup¢do da ritmicidade da
temperatura e a desorganizacdo no ritmo de atividade motora. Esses resultados
diferem dos encontrados na literatura, que apontam para um efeito hipotermiante da
melatonina (Lin et al., 2002). A diferengca pode dever-se a que Lin et al. (2002)
injetaram melatonina em doses farmacoldgicas (30-120 mg/kg i.p.) em animais
saudaveis, enquanto no presente trabalho suplementamos com doses fisioldégicas
(0,5mg/kg na agua de bebida) animais diabéticos que possuiriam menor conteudo
plasmatico de melatonina. Finalmente, devido a o tratamento combinado de insulina
com melatonina apresentar melhores resultados que quando administradas
separadamente na ritmicidade de animais com a doenca estabelecida, o mesmo
tratamento foi realizado precocemente. Durante o tratamento precoce a temperatura
e a atividade média aumentaram acima dos valores do periodo controle, sendo isto
talvez por que ambos os hormdnios agem impedindo a hipotermia. Apds quinze dias
sem tratamento, a restituicAo do mesmo melhorou novamente o quadro, porém,

desta vez nao reverteu completamente o dano causado pelo diabetes. Portanto, o
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tratamento com insulina e melatonina apds quinze dias de diabetes, mesmo sendo
gue os animais receberam tratamento preventivo, ndo resulta tdo eficiente quanto
tratar os animais logo no inicio da doenca. Mais uma vez, o tratamento precoce com
insulina e melatonina, igualmente observado quando administrados separadamente,
manteve o periodo de 24 h de ambos os ritmos. Pareceria, pelos resultados obtidos,
gue o periodo é uma caracteristica do sistema circadiano que persiste mesmo
guando outras caracteristicas desaparecem e, a diferenca dos outros parametros
ritmicos (MESOR, amplitude e acrofase) o periodo foi restituido com todos os
tratamentos tardios.

O presente estudo demonstra pela primeira vez as alteracbes nos ritmos
diarios de temperatura corporal e atividade motora, dois dos ritmos mais
importantes, causadas pelo diabetes induzido por STZ. Resulta importante levar em
consideracdo que o diabetes ndo é somente responsavel pelos danos metabdlicos,
mas também pelos danos severos ao sistema circadiano; a informacgéo apresentada
neste trabalho proporciona um novo ponto de vista do diabetes e permite pensar em
estratégias mais amplas na hora de desenhar terapias para tratar esta doenca,
considerando um novo sistema que resulta significativamente alterado e que néo é
totalmente restaurado pelas terapias atualmente utilizadas. Seréo necesséarios novos
estudos para entender os mecanismos por tras dessas observacfes, como o papel
do TAM e da glandula tireoide no ritmo diario da temperatura corporal, e aqueles que

integram os sistemas metabolico, cronobiol6gico e molecular.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o diabetes do tipo | causa ruptura do ritmo diario de
temperatura corporal e severas alteracdes no ritmo de atividade motora, junto com
uma diminuicao significativa da temperatura e da atividade média; quando a doenca
€ tratada, a insulina é capaz de restaurar o ritmo e reverter a hipotermia, porém nao
tem efeito no ritmo da atividade; a melatonina ndo restaura o ritmo nem reverte a
hipotermia, mas restaura parcialmente o ritmo de atividade; o tratamento conjunto de
insulina e melatonina restaura completamente os ritmos e a temperatura e a
atividade meédia normal. Os tratamentos logo apés o inicio da doenca agem
precocemente prevenindo os efeitos deletérios do diabetes sobre os ritmos. A
melatonina atenua os efeitos deletérios e aumenta parcialmente a temperatura,
porém nao é suficiente para manter o ritmo normal, tendo uma acdo mais importante
sobre a atividade. A insulina e a melatonina agem de forma complementar,
resultando em um tratamento mais eficiente, quando administrados tanto de forma
precoce quanto tardia. Todos os tratamentos atuam de forma dependente da
continuidade dos mesmos, sendo 0s tratamentos precoces mais eficientes que

agueles administrados quinze dias ap0s interrupgao.
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APENDICES

APENDICE A - Figuras suplementares

Figura Al — Perfis diérios dos ritmos de temperatura e de atividade motora de um
animal controle

LD

(A) Termograma representado por coloragfes vermelhas & amarelas indicando temperaturas maiores
e gris a preto indicando temperaturas menores. (B) Actograma representado por barras indicando
diferentes niveis de atividade obtida por somatoria a cada 1 hora. Retangulos brancos e pretos no
inferior do termograma indicam o regime de luminosidade durante os experimentos. Seta branca

indica o dia da injecdo de tampé&o citrato.



Figura A2 — Perfis diarios dos ritmos de temperatura de animais diabéticos
tratados tardiamente.
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(A) Termogramas dos trés animais do grupo diabético tratado tardiamente com insulina. (B)
Termogramas dos trés animais do grupo diabético suplementado tardiamente com melatonina. (C)
Termogramas dos trés animais do grupo diabético tratado tardiamente com insulina e melatonina.
Graéficos representados por coloracdes vermelhas a amarelas indicando temperaturas maiores e gris
a preto indicando temperaturas menores. Barra lateral branca superior indica o periodo controle, e a
inferior indica o periodo tratado ou suplementado; a barra preta indica periodo diabético. Retangulos
brancos e pretos no inferior do termograma indicam o regime de luminosidade durante os
experimentos.



Figura A3 — Perfis diarios dos ritmos de temperatura de animais diabéticos
tratados precocemente.
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(A) Termogramas dos trés animais do grupo diabético tratado precocemente com insulina. (B)
Termogramas dos trés animais do grupo diabético suplementado precocemente com melatonina. (C)
Termogramas dos trés animais do grupo diabético tratado precocemente com insulina e melatonina.
Graficos representados por coloracdes vermelhas a amarelas indicando temperaturas maiores e gris
a preto indicando temperaturas menores. Retangulos brancos e pretos no inferior do termograma
indicam o regime de luminosidade durante os experimentos. Barra lateral branca superior indica o
tratamento ou suplementacdo precoce e a inferior indica a restituicdo do tratamento ou
suplementacéo, a barra preta superior indica periodo diabético e a barra preta inferior indica o periodo
sem tratamento ou suplementacao.



Figura A4 - Perfis diarios dos ritmos de atividade motora de animais diabéticos
tratados tardiamente.
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(A) Actogramas dos trés animais do grupo diabético tratado tardiamente com insulina. (B) Actogramas
dos trés animais do grupo diabético suplementado tardiamente com melatonina. (C) Actogramas dos
trés animais do grupo diabético tratado tardiamente com insulina e melatonina. Graficos
representados por barras indicando diferentes niveis de atividade obtida por somatéria a cada 1 hora.
Retangulos brancos e pretos no inferior do actograma indicam o regime de luminosidade durante os
experimentos. Barra lateral branca superior indica o periodo controle, barra preta indica periodo
diabético e a barra branca inferior indica o periodo do tratamento ou suplementagéo.



Figura A5 — Perfis diarios dos ritmos de atividade motora de animais diabéticos
tratados precocemente.
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(A) Actogramas dos trés animais do grupo diabético tratado precocemente com insulina. (B)
Actogramas dos trés animais do grupo diabético suplementado precocemente com melatonina. (C)
Actogramas dos trés animais do grupo diabético tratado precocemente com insulina e melatonina.
Graficos representados por barras indicando diferentes niveis de atividade obtida por somatéria a
cada 1 hora. Retangulos brancos e pretos no inferior do termograma indicam o regime de
luminosidade durante os experimentos. Barra lateral branca superior indica o tratamento precoce e a
inferior indica a restituicdo do tratamento ou suplementacéo, a barra preta superior indica periodo
diabético e a barra preta inferior indica o periodo sem tratamento ou suplementacéo.
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