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RESUMO

CRUZ, Natalia Santos. Modulacédo da funcéo tireoidea e das iodotironias desiodases tipo
1 e 2 em ratas prenhas submetidas a restricdo de sono e avaliacao de sua prole. 2014,
97p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas). Instituto de Biologia, Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

O sono é considerado essencial para a vida e para manutencdo da homeostase. Durante a
gestacdo ocorre uma série de mudangas, inclusive nos padrbes de sono com diminuicdo da
quantidade de sono no terceiro trimestre. Ja estd comprovado que a privacdo de sono
desencadeia estresse oxidativo em varios 6rgaos e a inducdo de estresse oxidativo durante a
gravidez pode conduzir a malformacGes congénitas, morte fetal, alteragdes hormonais e
diminuicdo do ganho de peso corporal na mae e no filhote, entretanto, ndo ha na literatura
trabalhos que avaliem os efeitos da restricdo de sono sobre a funcdo tiredidea durante a
gestacdo. Por isso, objetivamos estudar o efeito da restricdo de sono sobre a funcéo tiredidea e
metabolismo extratireoideo das iodotironinas em ratas prenhas submetidas a restricdo de sono,
além de avaliar os mesmo parametros na sua prole. Fémeas virgens (200-250g), em proestro,
foram colocadas com machos. A presenca de espermatozéides no esfregaco vaginal definiu o
1° dia gestacional e as fémeas foram divididas em controle (C, n=15) e restrita de sono (RS,
n=22). Para a restricio de sono utilizamos a metodologia das Plataformas Multiplas
Modificada, iniciando a restricdo no 14° dia gestacional e finalizando no 20°, quando metade
das ratas (C=7 e RS=11) foram eutanasiadas e as restantes pariram normalmente (C=8 e
RS=11), permanecendo com os filhotes até o desmame, quando foram eutanasiadas
juntamente com parte dos filhotes machos (C=4 e RS=8) e fémeas (C=6 e RS=7), as filhotes
fémeas (C=4 e RS=13) restantes sofreram eutanasia com 60 dias de vida. O peso corporal foi
acompanhado durante a gestacdo. Tireoide, adrenal e hipofise foram pesadas para anélise do
peso absoluto e relativo. T4 (ug/dL), T3(ng/dL) e corticosterona (ng/ml) séricos foram
analisados por RIA. A atividade Desiodase tipo 2 (D2, expressa em fmoles T4/min.mg.ptn)
foi avaliada na hipdfise, tecido adiposo marrom (TAM), hipotadlamo e hipocampo. A atividade
Desiodase tipo 1 (D1, expressa em pmoles rT3/min.mg.ptn) foi avaliadano figado, rim,
tireoide e hipofise. Na estatistica foi utilizado o teste T-Student (p<0,05). Aprovacdo do
comité de ética da UFRRJ N° 23083.000361/2013-10. Nas ratas prenhas RS, observamos
aumento do peso absoluto da adrenal, diminuicdo dos niveis de T4 e aumento da atividade D2
no TAM no 20° dia gestacional. Nas ratas RS no desmame dos filhotes, além do T4 sérico
baixo, encontramos aumento do peso relativo da adrenal e da atividade D1 no rim, e
diminuicdo da atividade D1 na hipdfise e figado. Na prole de ratas RS durante a gestacdo,
encontramos aumento do peso relativo da tireoide, dos niveis de T4 e corticosterona nos
filhotes machos de 21 dias, e aumento da atividade D2 hipotalamica nas fémeas de 60 dias.
Em concluséo, a restricdo de sono por 6 dias em ratas prenhas afeta sua funcdo tireoidea,
diminuindo o T4 sérico, ja os niveis de T3 sdo mantidos provavelmente pela modulacdo da
desiodacéo periférica (elevada atividade D2 no TAM), além disso, a restricdo de sono durante
a gestacao altera também o status tireoideo da prole, que apresenta elevacdo na concentracdo
de T4 sérico associado a niveis de T3 e atividade D1 normais.

Palavras chaves: restricdo de sono, gestacéo, hormonios tireoidianos, e desiodases tipo 1 e 2.



ABSTRACT

CRUZ, Natalia Santos. Modulation of thyroid function and iodothyronines type 1 and 2
deiodinases in pregnant rats sleep restricted and evaluation of her offspring. 2014. 97p.
Dissertation (Master Science in Physiology Science), Instituto de Biologia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014.

Sleep is considered essential for life and maintaining homeostasis. During pregnancy occur a
number of changes, including sleep patterns with decreased amount of sleep in the third
trimester. Is already proven that sleep deprivation triggers oxidative stress in different organs
and the induction of oxidative stress during pregnancy can lead to congenital malformations,
fetal death, hormonal changes, decreased body weight gain in mother and offspring, however,
no studies in the literature evaluating the effects of sleep restriction on thyroid function during
pregnancy. Therefore we aimed to study the effect of sleep restriction on thyroid function and
metabolism of iodothyronines extrathyroid in pregnant rats submitted to sleep restriction, in
addition to evaluating the same parameters in their offspring. Virgin females (200-250g), in
proestrus, were placed with males. The presence of spermatozoa in vaginal smear defined
gestational day 1 and females were divided into control (C, n=15) and sleep restricted (SR,
n=22). To sleep restriction used the Modified Multiple Platform Methodology starting the
restriction on the 14™ gestational day and ending on the 20", when half of the rats (C=7 and
SR=11) were euthanized and the remaining calved normally (C=8 and SR=11), with
remaining until weaning puppies when they were euthanized along with part of the male pups
(C=4 and SR=8) and female (C=6 and SR=7), the female pups (C=4 and SR=13) remaining
were euthanized at 60 days of life. Body weight was followed during pregnancy. Thyroid,
adrenal and pituitary were weighed for analysis of the absolute and relative weight. T4
(ng/dL), T3 (ng/dL) and corticosterone (ng/ml) serum were analyzed by RIA. The deiodinase
type 2 activity (D2, expressed in fmol T4/min.mg.ptn) was evaluated in the pituitary, brown
adipose tissue (BAT), hypothalamus and hippocampus. The deiodinase type 1 activity (D1,
expressed as pmol rT3/min.mg.ptn) was evaluated in the liver, kidney, thyroid and pituitary.
In the statistical test T-Student (p <0,05) was used. Approval of the ethics committee of
UFRRJ N° 23083.000361/2013-10. In pregnant SR rats, there was an increase in absolute
adrenal weight, decreased levels of T4 and increased D2 activity in TAM on the 20"
gestational day. In SR rats in weaning puppies, in addition to low serum T4, we found
increased relative weight of adrenal and kidney D1 activity, and decreased activity D1 in
pituitary and liver. In the offspring of SR during pregnancy, we found increased relative
weight of the thyroid, T4 levels and corticosterone in male pups 21 days, and increased
hypothalamic D2 activity in females 60 days. In conclusion, sleep restriction for 6 days in a
pregnant rats affects thyroid function, decreasing serum T4, T3 levels now are probably
maintained by the modulation of peripheral deiodination (D2 activity in high TAM), in
addition, the restriction of sleep during pregnancy also alters the thyroid status of the
offspring, which shows elevation in serum T4 concentration associated with normal levels of
T3 and D1 activity.

Key words: sleep restriction, gestation, thyroid hormones, and type 1 and 2 deiodinase.
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1 INTRODUCAO

O sono é considerado essencial para a vida e para a manutencdo da satde. E durante o
sono que muitos horménios sdo sintetizados e liberados. Os mecanismos endocrinos e
ambientais responsaveis pelo ciclo vigilia-sono em humanos e roedores ja sao bem definidos.

O ciclo vigilia-sono € dividido em trés fases: vigilia, sono ndo-REM (NREM) e sono
REM, que se diferem por padrbes eletroencefalograficos, eletromiografico e oculografico. A
vigilia e 0 sono REM sdo caracterizados pelo aumento da frequéncia e diminuicdo da
amplitude das ondas corticais, enquanto o sono NREM ¢ caracterizado pela diminuicdo da
frequéncia e aumento da amplitude das ondas. O sono REM apesar de possuir padroes
eletroencefalograficos muito semelhantes ao da vigilia, entretanto é acompanhado de atonia
muscular e de movimentos voluntarios do globo ocular, por estes motivos foi denominado
como sono paradoxal.

Embora a fungdo do sono ainda ndo tenha sido completamente elucidada, a regulacéo
homeostatica e os seus diversos processos fisiologicase efeitos patoldgicos que resultam da
sua privacao ou restricdo tém sido bem documentadas em seres humanos. Ha evidéncias de
que a privacdo de sono desencadeia processos oxidativos em varios 6rgdos, e ja foi
demonstrado que a indugcdo de estresse oxidativo durante a gravidez pode conduzir a
malformacdes congénitas ou mesmo morte fetal. Mesmo em situacfes normais, a gravidez
envolve varias mudangas fisicas e fisioldgicas que alteram os padrdes de sono na gravidez.
Diversos estudos afirmam que a quantidade de sono aumenta no primeiro trimestre e diminui
no terceiro trimestre gestacional.

A glandula tireoide é responsavel pela sintese e secrecdo de T4, e em menor quantidade
de T3, que exercem um papel importante no metabolismo, desenvolvimento e crescimento
normais. O TRH sintetizado pelo nucleo paraventricular do hipotalamo, age nas células
tireotroficas da hipdfise, estimulando a producdo de TSH, que por sua vez age na glandula
tireoide regulando a sintese e secrecdo dos hormonios tireoidianos, os quais regulam
negativamente a secrecdo de TRH e TSH, mecanismo conhecido como feedback negativo.
Diferentemente do T4, que é gerado exclusivamente pela tireoide, a maior parte do T3 sérico
é produzido pela desiodacdo periférica do T4 pelas enzimas iodotironinas desiodases. Estas
enzimas podem inativar os hormdnios tireoidianos, formando rT3 e T2, ou ativar formando
T3, molécula conhecida por exercer atividade biolégica.

Poucos trabalhos avaliam as alteragdes hormonais em ratas prenhas restritas de sono.
Foi observado, diminui¢do de progesterona, em camundongos fémeas privadas de sono na
primeira semana gestacional pelo método de plataformas, e aumento de corticosterona pelo
método de manuseio suave e plataformas. A secrecdo noturna de prolactina mostrou-se
reduzida frente a fragmentacdo do sono. Considerando a importancia destes hormonios para
manutencdo da gestacdo e na relacdo mae-filhote, a restri¢cdo/privacdo de sono durante a
gravidez pode alterar estes parametros, comprometendo a continuidade da gestagéo.

Alguns trabalhos com privacdo de sono mostraram alteracbes no eixo hipotalamo-
hipofise-tireoide, e apesar de ja existir a comprovacdo que a diminuicdo dos niveis de T4
causa danos neuroldgicos irreversiveis para a prole, ndo ha nenhum trabalho na literatura que
avalie o efeito da restricdo de sono na funcéo tireoidiana durante a gestacdo e as possiveis
consequéncias sobre a prole. Portanto, estudar como a restricio de sono REM afeta
adversamente a mae e a prole se faz extremamente necessario.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo Vigilia-Sono

Com o advento do registro eletroencefalografico por BERGER em 1929 e a descri¢do
de distintos padrdes eletroencefalograficos presentes durante o sono por DAVIS et al. (1937),
abriu-se um novo campo para promover o avango das pesquisas sobre 0 sono.

Em 1953, ASERINSKY & KLEITMAN descreveram a fase de sono dessincronizada,
mas somente em 1957, KLEITMAN & DEMENT denominaram o sono REM (do inglés rapid
eye moviment) sono de movimentos oculares rapidos e sua correlagdo com os sonhos foi um
grande passo para a compreenséo da fisiologia do sono (ASERINSKY & KLEITMAN, 1953).
JOUVENT & MICHEL em 1959, o denominaram como sono paradoxal, pois possui padrdo
eletroencefalografico analogo ao da vigilia, porém associado a acentuada diminui¢do do tbnus
muscular. O restante do sono foi designado como ndao-REM (NREM).

O periodo de sono é marcado pela alternéncia de ciclos de sono NREM e REM. A
duracdo meédia do primeiro ciclo de sono € 70-100 minutos, os ciclos seguintes sdo mais
duradouros levando cercade 90-120 minutos (CARSKADON & DEMENT, 2005), repetindo-
se de 4 a 5 vezes por noite. O sono NREM predomina durante o primeiro terco da noite,
enquanto o sono REM predomina durante o Gltimo terco (RECHTSCHAFFEN & KALES,
1968; TUREKE, 1999). A funcdo da alternancia entre estes dois tipos de sono ainda nao é
compreendida, entretanto o ciclismo irregular e/ou auséncia de fases estdo associados com
perturbacGes do sono (ZEPELIN et al., 2005).

Em humanos e roedores o ciclo é marcado por diferentes padrdes
eletroencefalograficos (EEG), eletrooculografico (EOG) e eletromiografico (EMG) como
mostra a Figura 1.

| Vigilia | Fase 1,2, 3 e 4 do Sono nao-REM || SomoREM
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Figura 1: Padr@es eletroencefalografico (EEG), eletromiografico (EMG) e eletrooculografico (EOG)
nos diferentes estagios: vigilia, sono NREM e sono REM (adaptado de RECHTSCHAFFEN &
SIEGEL, 2000). Kandel, Principes of Neural Science, 42 edig&o.

Processos circadianose homeostaticos sao conhecidos por regular o ciclo vigilia-sono
(BORBELY, 1982 e 1998; EDGAR et al., 1993; GILLETTE & ABBOTT, 2005). Em
mamiferos, 0 componente circadiano € gerado pelo nucleo supra-quiasmatico do hipotalamo
(CARPENTER, 1976; KLEIN et al., 1991; EDGARD et al., 1993; WEAVER, 1998). Os
ritmos circadianos vao indicar para o organismo o ciclo claro/escuro e vao determinar 0s
episodios de inicio e término de sono. No entanto, os ritmos circadianos persistem mesmo
sem estimulo ambiental e 0o sono ocorre mesmo em animais em que 0s ritmos circadianos
foram eliminados (BERGMANN, 1987). O componente homeostatico mantém o equilibrio do
meio interno sendo regulado pelo acimulo do débito de sono, ou seja, quanto maior o tempo
de vigilia, mais se acumula a necessidade de dormir, at¢é 0 momento em que a pressao
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homeostatica € maxima e ocorre o0 episodio de sono (DEMENT, 1960; BENINGTON et al.,
1994; ENDO et al., 1997; OCAMPO-GARCE et al., 2002).

A temperatura corporal de um individuo é maior durante o dia do que & noite. A noite,
h& um declinio gradual da temperatura corporal, diminui¢do da producdo de calor e aumento
da perda de calor, todos os quais promovem inicio e a manutencdo do sono, bem como a
atividade do EEG no sono de ondas lentas. Por outro lado, existe um aumento gradual da
temperatura corpdrea algumas horas antes do acordar. O cérebro envia sinais para outras
partes do corpo que aumentam a producdo de calor, a fim de interromper 0 sono e promover o
acordar (SZYMUSIAK, 2005).

A arquitetura do sono muda continuamente com a idade (Figura 2). Recém-nascidos
dormem cerca de 18 h por dia, no entanto, os episodios de sono duram apenas 2,5-4 h
(ADAIR & BAUCHNER, 1993; ROFFWARG et al., 1966). Os ritmos circadianos comegam
a surgir aos 2 meses. Até os 6 meses ha predominio das fases 3 e 4 de sono NREM e 0 sono
REM atinge cerca de 40% do total do tempo de sono (ANDERS et al., 1995; CURZI-
DASCALOVA & CHALLAMEL, 2000; GAUDREAU et al., 2001; MINDEL & OWENS,
2003), a medida que a crianga fica mais velha a quantidade de sono diminui. Na adolescéncia
0 periodo de vigilia € maximo e o sono de ondas lentas diminui (CARSKADON et al., 1980),
no entanto o tempo gasto no estagio 2 aumenta (CARSKADON et al., 1982) e a quatidade de
REM é constante (CARSKADON et al., 1982 e 1983). Em adultos jovens o0 sono ja esta
consolidado, e o sono de ondas lentas constitui de 20-25 % do tempo total de sono,
declinando a uma taxa de 2 % por década (DIJK et al.,1989; ASTROME & TROJABORG,
1992; LANDOLT et al., 1996; ANCOLI-ISRAEL, 2005), variando entre 5-10 % em idosos
(LAVIE, 1996; ANCOLI-ISRAEL et al., 1997; CARVALHAES-NETO et al., 2003). Idosos
dormem 36 % menos do que criangas com 5 anos de idade, e apesar da capacidade de dormir
tornar-se mais dificil, a necessidade de sono ndo diminui com a idade (ANCOLI-ISRAEL,
2005).

600

500 Laténcia do sono
400
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Estagio 2
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Estagio 1
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0 10 15 25 35 45 55 65 75 85

Idade

Figura 2: Fases do ciclo vigilia-sono em diferentes idades. Tempo de laténcia de sono; WASO=tempo
gasto acordado apds o inicio do sono; sono REM; sono NREM, estagio 1 e 2; SWS=sono de ondas
lentas, estdgios 3 e 4, em diferentes fases da vida. (Adaptado de CARSKADON &
RECHTSCHAFFEN, 2005).
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2.1.1 Vigilia

A vigilia apresenta padrdo dessincronizado de alta freqiiéncia (>25 Hz) e baixa
amplitude (<50pV), variando de 14-30 Hz sendo denominadas como ondas beta.
Provavelmente refletem diferentes momentos do processo cognitivo, motor e de percep¢do
(Fuller et al., 2006). Em seres humanos, o periodo de vigilia é iniciado na fase clara enquanto
que em roedores este periodo ocorre durante a fase escura (TIMO-LARIA et al., 1970;
ANDERSEN et al., 2001).

2.1.2 Sono

Segundo KLEITMAN (1963), o sono é considerado um processo ativo, ligado
funcionalmente a vigilia, com a qual constitui o ciclo vigilia-sono. Em animais e seres
humanos, a fungdo exatado sono néo é totalmente conhecida, entretanto estudos mostram ser
essencial para a manutencdo da homeostase e do metabolismo, reparo tecidual e consolidacao
da memoria (FULLER et al., 2006; MARKOV & GOLDMAN, 2006).

2.1.3 Sono nhdo-REM

O sono ndo-REM (NREM) é marcado pela diminuicdo das atividades neurais, taxa
metabdlica, temperatura corpérea, atividade simpatica, pressdo arterial e frequéncia cardiaca,
porém, nesta fase nao ocorre atonia muscular (RECHETSCHAFFEN & SIEGEL, 2000).

Durante o0 sono NREM ocorre aumento da amplitude das ondas, o que se reflete no
aumento de disparo cortical, e diminuicdo da freqiéncia (STERIADE et al., 2003). Em
humanos e em ratos (TIMO-LARIA et al., 1970), é dividido em quatro estagios (Figura 3):

Estégio 1: Representa a transigdo entre a vigilia e o sono. A consciéncia do ambiente externo
desaparece gradualmente, e 0 EEG desacelera e as ondas oscilam entre 10-25 Hz. Em ratos,
esta fase é substituida por um ritmo irregular de frequéncia mais baixa.

Estagio 2: Ocorre perda completa de consciéncia. E marcado por surtos dos “fusos de sono”
(12-14 Hz) e ondas bifasicas de alta voltagem chamadas de complexo K.

Estagio 3 e 4: O sono é considerado profundo, sono de ondas lentas (SWA) ou reparador.

Ocorre 0 aparecimento das ondas delta, variando entre 0,5-2 Hz. H& aumento da poténcia, da
amplitude e da incidéncia das ondas delta no EEG.
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Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4
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Figura 3: Padr8es do eletrooculograma (EOG), eletromiograma (EMG) e eletroencefalograma (EEG)
nos estadgios do sono ndo-REM humano. (Adaptado de RECHTSCHAFFEN & KALES, 1968).
Kandel, Principes of Neural Science, 42 edicéo.

2.1.4 Sono REM

O padrio de ondas Theta no EEG varia entre 8-5 Hz. E marcado pela alta frequéncia
(>40 Hz) e baixa amplitude (<50uV) das ondas corticais, assemelhando-se ao padrédo
dessincronizado do estagio 1 do sono NREM e da vigilia, em seres humanos e alguns animais
(TIMO-LARIA et al., 1970; BERGMANN et al., 1989; ANDERSEN et al., 2001). Apesar
disto, a perda de consciéncia ambiental, que caracteriza 0 sono NREM também esté presente
no sono REM (VANDERWOLF, 2000).

Durante o sono REM ha aumento da atividade neural e da taxa metabdlica, e
diminuicdo da temperatura corporal (STERIADE & CARLEY, 1990). O EOG reflete
movimentos rapidos dos olhos e 0 EMG, reflete atonia muscular esquelética, apenas 0s
musculos extraocular (os que controlam o movimento dos olhos), do ouvido médio e 0s
respiratdrios ndo sdo afetados (DE GERIHARO & FERRARA, 2000; FULLER et al., 2006).

Nesta fase muitos horménios sdo sintetizados e liberados ou inibidos, sendo, portanto
essencial para a manutencdo da homeostase (STEIGER, 2003), consequentemente a sua
privacao/restricdo esta associada com alteracdo da taxa metabdlica e da funcdo enddcrina,
podendo ter consequéncias fisiopatoldgicas a longo prazo (SPIEGEL et al., 1999).

2.1.5 Sono e Regulacdo Hormonal

O sono é uma fase da vida de todos os vertebrados considerada fundamental para
manutencdo da saude (AURELL & ELMQVIST, 1985; VON TREUER et al.,, 1996;
CURETON-LANE & FONTAINE, 1997), suporte a vida (KLEITMAN, 1963;
RECHTSCHAFFEN et al., 1983; Everson et al, 1989), e manutencdo da homeostase, sendo
associado a maior secrecdo de hormonios anabolicos e a menor secrecdo dos catabolicos
(BORN & FEHM, 2000). Os mecanismos enddcrinos e ambientais responsaveis pelo ciclo
vigilia-sono em humanos e roedores ja sdo bem definidos (ALVARENGA et al., 2008).

Ja esta claro que os horménios sexuais influenciam o sono e o ciclo circadiano e que, 0
sono por sua vez, afeta a secrecdo episodica de gonadotrofinas (HALL et al., 2005).
Evidéncias sugerem que mudancgas no sono estdo associadas com o ciclo menstrual (LEE et
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al., 1990; ISHIZUKA et al., 1994; DRIVER et al., 1996; BAKER et al., 1999; ANDERSEN
et al., 2008) e estral (KLEINLOGEL, 1975; SCHWIERIN et al., 1998). De fato, problemas
para dormir (LINDBERG et al., 1997; SILVA et al., 2008; ARBER et al., 2009) e insdnia
(OHAYON, 2002; PIRES et al., 2007) séo relatados com maior frequéncia em mulheres que
em homens. Mulheres apresentam o dobro de fusos do sono (GAILLARD & BLOIS, 1981) e
0 tempo gasto no sono de ondas lentas é maior (REYNOLDS & SHIPLEY, 1985), enquanto
que, 0s homens gastam mais tempo de sono no estagio 2 do sono NREM (BIXLER et al.,
1984).

A progesterona e seus metabolitos quando administrados em altas doses apresentam
efeito sedativo tanto em humanos (SELYE, 1941 e 1942; MERRYMAN et al., 1954,
BITRAN et al., 1993; SMITH et al., 1999), quanto em animais (GANDOLFO et al., 1994;
LANCEL et al., 1996), diminuindo a vigilia, aumentando o sono ndo-REM e reduzindo a
quantidade de REM (FRIESS et al., 1997).

O sono REM ¢ dramaticamente diminuido no proestro, periodo em que ocorre
concentracdo maxima de p-estradiol (COLVIN et al, 1968; YAMAOKA, 1978;
KLEINLOGEL, 1983; FANG & FISHBEIN, 1996), entretanto esse efeito ocorre no periodo
escuro (FANG & FISHBEIN, 1996), indicando que os efeitos do estrogénio dependem, em
algum grau, dos ritmos circadianos e/ou ultradianos. Além disso, os episodios de sono REM
aumentam em ratas ovariectomizadas, e sdo suprimidos com a exposi¢do subsequente ao
estradiol (COLVIN et al., 1969; BRANCHEY et al., 1971; MATSUSHIMA, 1990;
MATSUSHIMA & TAKEICHI, 1990). Ao contrario do que ocorre em ratas, em mulheres, o
estrogeno aumenta o tempo gasto no sono REM (THOMPSON & OSSWALD, 1977,
SCHIFF et al., 1979). O mecanismo pelo qual o estrogénio influencia seletivamente o sono
REM ndo é totalmente compreendido. Os mecanismos gendmicos e ndo gendmicos tém sido
investigados.

EVANS et al. (1971) e LEJEUNE et al. (1987) demonstraram que as concentragdes de
testosterona séo baixas durante o inicio do sono, em homens e apresentam niveis maximos
nas primeiras horas da manhd. Em camundongos machos, a exposicdo pré-natal ao estresse
materno altera a liberagdo de testosterona, resultando em aumento do sono REM (FISHBEIN
& BRIGHT, 1987). A testosterona diminui o sono REM em camundongos fémeas recém-
nascidas, e camundongos machos com mutagdo no receptor androgénico, exibem padrdo de
sono semelhante aos de fémeas normais (YANG & FISHBEIN, 1995). Em adultos, esse efeito
da testosterona é muito reduzido, indicando que pode haver um periodo critico no
desenvolvimento do cérebro em que os andrégenos tém a sua influéncia sobre o sono.

Na segunda metade da noite onde ha um predominio do estagio 2 do sono NREM e do
sono REM, ha um discreto aumento dos niveis de cortisol e ACTH, até atingir o pico nas
primeiras horas da manhd (FRIESS et al., 1995; SALGADO-DELGADO et al., 2008). Essas
alteracdes também sdo demonstradas em roedores, porém as concentracdes de corticosterona
se encontram aumentadas no inicio do periodo escuro, na qual predomina a atividade desses
animais (SHADAB et al., 2008).

Em humanos, os niveis de TSH sdo baixos durante o dia, com menores valores
encontrados no meio da tarde (BRABANT et al., 1990). No inicio da noite, a secre¢do pulsatil
de TSH aumenta rapidamente até atingir o pico no inicio do sono (PARKER et al., 1987;
ALLAN & CZEISLER, 1994; VAN CAUTER et al., 2011), tendo a maior parte dos pulsos
ocorrendo entre 2-4 h da manhd (BRABANT et al., 1990; ). Existe uma correlacdo inversa
entre 0 TSH e o sono, havendo diminui¢cdo dos pulsos de TSH quando ocorre aumento da
duracdo do sono (PARKER et al., 1976 e 1987). Em ratos em 0posigdo ao que ocorre em
humanos, as concentracdes de TSH sdo maiores durante o dia, € minimas no inicio do periodo
escuro (FUKUDA et al., 1975; JORDAN et al., 1980). Em ratos, os hormonios
tireoidianos(HTSs) possuem um ritmo de secre¢do semelhante ao do TSH, com o pico de T3
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ocorrendo 1,5 h apds o pico de TSH e o de T4 2,2 h ap6s o pico (JORDAN et al., 1980). Em
humanos, o pico dos HTs ocorrem no final da noite (PARKER & DUNBAR, 2005).

A ocitocina parece ter a funcdo dupla de sono, pelo menos em animais. Em condicdes
sem estresse, a ocitocina basal pode promover o0 sono, enquanto que sob estresse, a ocitocina
pode aumentar a vigilia (LANCEL et al., 2003).

Em seres humanos, o hormoénio do crescimento (GH) e a prolactina séo expressos
durante o sono de ondas lentas (SWS, sono NREM) e os picos geralmente ocorrem 90
minutos apds o inicio do sono (TAKAHASHI et al., 1967 e 1968; PARKER et al., 1969;
SASSIN et al., 1969; VAN CAUTER et al., 1992; VAN CAUTER & COPINSCHI, 1998).
Assim como em humanos, em roedores, 0 GHRH é o principal fator modulador da secrecdo
de GH durante o sono (OBAL et al., 1991). Diferentemente do que ocorre em humanos, 0s
trabalhos em roedores quanto a secre¢do de GH sdo conflitantes. Kimura & Kawakami (1981)
relacionam a secrecdo de GH ao SWS, enquanto que Willoughby (1976) ndo fizeram esta
correlacdo. Também foi observado que a prolactina promove o sono em animais de
laboratério (OBAL et al., 1997; ZHANG et al., 2001) e aumenta o sono REM (STEIGER,
2003). A administracdo de GHRH, promove o sono em homens jovens (KERKHOFS et al.,
1993; MARSHALL et al., 1999; PERRAS et al.,, 1999) e em animais de laboratorio
(EHLERS et al., 1986; OBAL et al., 1988).

2.2 Hormonios Tireoidianos

Em 1915, Kendall isolou a molécula de 3, 5, 3°, 5’-Tetraiodo-L-tironina (T4) a partir
de extratos de tireoide. Quase 40 anos mais tarde, Gross & Pitt-Rivers (1954) sintetizaram a
3’, 3, 5-tri-iodo-L-tironina (T3), demonstrando sua presenca no plasma humano. Além de T4
e T3, a glandula tireoide secreta uma pequena porcentagem de T3 reverso (rT3).

A sintese e secrecdo dos hormdnios tireoidianos (HTs) é regulada por um sistema de
feedback negativo que envolve o eixo hipotdlamo, hipdfise e tireoide (HHT) (OLSON &
KOENIG, 1997). O hormonio liberador de tireotrofina (TRH) é um tripeptideo sintetizado
pelo nacleo paraventricular do hipotalamo, que age nas células tireotroficas hipofisarias que
secretam 0 hormonio estimulador da tireoide (TSH). O TSH é uma glicoproteina composta de
uma subunidade B e uma a, que também é compartilhada com horménio luteinizante (LH),
horménio foliculo estimulante (FSH) e gonadotrofina coriénica humana (hCG). O TSH é o
principal regulador da sintese e secrecdo dos HTs, além disso, ele tem papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento da tireoide, estimulando a expressdo de genes como o do co-
transportador Na*/I" (NIS), tireoglobulina (Tg), tireoperoxidase (TPO), e promove a sintese
dos HTs (DUMONT et al., 1992). Por sua vez, os niveis de T4 e T3 inibem a sintese de TRH
e TSH.

A ligacdo de T3 a receptores (TR) foi observada em quase todos os tecidos
(OPPENHEIMER et al., 1974). Em adicdo a esta expressdo varidvel de isoformas TR em
varios tecidos, o papel dos HTs pode variar em diferentes tecidos (HODIN et al., 1990;
STRAIT et al., 1990; FALCONE et al., 1992). Em virtude destas caracteristicas, 0s HTs
desempenham papel fundamental no metabolismo (proteinas, carboidratos, lipideos),
diferenciacéo, proliferagéo, crescimento e termogénese (OPPENHEIMER et al.,1987 e 1995;
WERNER, 1991; YEN, 2001; BIANCO et al., 2002). Transtornos da glandula tireoide estao
entre as doencas enddcrinas mais comuns.
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2.2.1 lodacao, Sintese e Secrecdo dos Hormonios Tireoidianos

A sintese dos HTs depende de varias etapas: Sintese de tireoglobulina (Tg), seu
transporte e exocitose para a luz folicular; transporte do iodeto pela membrana basal através
do co-transportador Na*/I" (Natrium lodide Symporter, NIS); oxidacio do iodeto; iodagdo dos
residuos tirosil da Tg e acoplamento das iodotirosinas (monoiodotirosina, MIT e
diiodotirosina, DIT). O acoplamento de uma molécula de MIT com uma de DIT forma T3 ou
rT3, enquanto o acoplamento de duas moléculas de DIT forma T4 (DAI et al., 1996;
SMANIK et al., 1996; LARSEN et al., 1998). A Tg iodada contendo MIT, DIT, T4 e T3, €
armazenada sob a forma de coldide dentro do limen de celulas foliculares da tireoide. A
oxidacdo e a reacdo do iodeto com a tireoglobulina secretada sdo mediadas pela enzima
tireoperoxidase (TPO) (Figura 4).

A secrecdo dos HTs requer a endocitose da Tg iodada (contendo MIT, DIT, T3 e T4)
armazenada na superficie apical da célula folicular tireoidiana (TAUROG, 1996). A Tg
endocitada € incorporada a fagolisossomas, sofre digestdo proteolitica, e libera os
iodoaminoacidos. MIT e DIT sdo rapidamente desiodados, possibilitando a reutilizacdo do
iodeto e da tirosina, enquanto T4 e T3 sdo liberados na circulacao através da superficie basal.
Pode, ainda, ocorrer desiodagdo intratireoidiana de T4 a T3 pelas enzimas iodotironinas
desiodases (DUMONT & VASSART, 1995; LARSEN et al., 2002) (Figura 4). A maior parte
dos HTs é liberado sob a forma de T4, entretanto somente uma pequena parte apresenta-se na
forma ativa livre com a capacidade de entrar na celula alvo e gerar resposta bioldgica, o
restante apresenta-se ligado a proteinas plasméaticas como: globulina ligadora de tiroxina
(thyroxine-binding glubulin, TBG), albumina e pré-albumina.

Membrana basolateral

Capilar ;‘\-g—*" O Coléide

Figura 4: llustracdo esquematica de um tiredcito. AC, adenil-ciclase; D1, desiodase tipol; D2,
desiodase tipo 2; DAG, diacilglicerol; DEHALL, iodotirosina desalogenase 1; MIT, monoiodotirosina;
DIT, diiodotirosina; DUOX, dual oxidase 2 e 2A; IPs, inositol trifosfato; NADP*; NADPH; NIS, co-
transportador Na'/I" (Natrium lodide Symporter); PDS, pendrina (SLC26A4), PLC, fosfolipase C; T3,
triodotironina; T4, tiroxina; Tg; TPO, enzima tireoperoxidase; TSHR, receptor TSH. Modificado de
Willians Textbook of endocrinology, 122 edigéo.
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Diferentemente do T4 que é gerado exclusivamente pela tireoide, a maior parte do T3
sérico é produzido pela desiodacdo periférica do T4 circulante (GERMAIN & GALTON,
1997). Embora a concentracdo de T4 livre seja 4x maior que a do T3, a afinidade dos
receptores TR ao T3 é 15x maior que a do T4 (LIN et al., 1990), assim o T4 funciona como
um pré-hormonio, que deve ser metabolizado a T3 para apresentar efeito biologico (BIANCO
& KIM, 2006). Isto ficou claro na década de 70, ao detectarem a presenca de T3 no plasma de
pacientes tireoidectomizados que recebiam reposicao de T4, comprovando a existéncia de um
processo periférico de desiodagdo (T4—T3) (GERMAIN & GALTON, 1997). Esta
desiodacdo é catalisada pelas enzimas iodotironinas desiodases, presentes em todos o0s
vertebrados (LARSON et al., 1985), podendo ativar T4 ou inativar os HTs. Este processo de
ativacdo ou inativacdo, catalisado por estas enzimas, indicam que a desiodacdo é um
componente intrinseco da homeostase dos horménios tireoidianos (BIANCO et al., 2002).

A desiodacdo do T4 é caracterizada pela retirado do 4&tomo de iodo do anel externo
(fendlico) ou interno (tirosilico). Por causa da rotacdo do anel fendlico nas moléculas de
iodotironina, as monodesiodagdes nas posi¢oes 3’ ou 5’ do anel fendlico sao equivalentes, sua
desiodag@o gera T3 sendo conhecida como via bioativadora (BRAVERMAN et al., 1970;
KOHRLE, 2000). Enquanto que a monodesiodagio nas posicdes 3 ou 5 do anel tirosilico, é
conhecida como via inativadora, pois origina rT3 e 3,3° T2 a partir de T4 e T3,
respectivamente (KOHRLE et al., 1999; BIANCO et al., 2002) (Figura 5).

As desiodases apresentam um aminocido raro, a selenocisteina (Sec), codificado pelo
cddon UGA, que tem um atomo de Selénio no lugar do de Enxofre, sendo essencial para a
atividade catalitica da enzima (BERRY et al., 1991; KOHRLE, 1999; ST. GERMAIN, 2001).
Trés tipos de iodotironinas desiodases estruturalmente semelhantes foram identificadas: tipo 1
(D1), tipo 2 (D2) e tipo 3 (D3) (BIANCO et al., 2002; KOHRLE, 2007; GEREBEN et al.,
2008). A D2 é dirigida quase exclusivamente para conversdo de T4 para T3 (uma reacdo de
ativacdo), a D3 inativa T4 e T3, convertendo-os em metabdlitos inativos (rT3 e T2)
(ROSENBERG, 1991), enquanto a D1 é capaz de catalisar ativacdo e inativacdo
(ROSENBERG, 1991; TOYODA et al., 1997) (Figura 5).
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Desiodagio do anel extemo
Desiodacao do anel intemo

Figura 5: Representacdo esquematica da cascata de desiodacao das iodotironinas. Vias de ativagdo ou
inativacdo das iodotironinas pelas enzimas desiodases tipo 1 (D1), tipo 2 (D2) e tipo 3 (D3). Adaptado
de LEONARD & VISSER, 1986 e BIANCO et al., 2002.

Estudos demonstram que a D1e a D2 contribui de forma significativa para a producéo
normal de T3 nas células e a nivel plasmatico em ratos e humanos (CHANOINE et al., 1993,
ENGLER & BURGER, 1984; SCHNEIDER et al., 2006), resultando em acfes variadas nos
diferentes tecidos. Em estudos in vivo e in vitro, assim como medidas diretas das taxas de
secrecdo tireoidiana de T4 e T3, tém levado a estimativas de que no estado eutireoideo, dois
tercos da producgéo de T3 em seres humanos, e metade em roedores resulta de processos de 5’-
desiodacéo extratiroidiana (TEGLER et al., 1982; ENGLER & BURGER, 1984; CHANOINE
etal., 1993; MAIA et al., 2005).
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2.2.2 lodotironinaDesiodase tipo 1 (D1)

A proteina D1 de rato foi a primeira a ser reconhecida e sequenciada. A sequéncia
completa de cDNA foi determinada em rato, camundongo, cachorro, galinha, til&pia e
humanos (BERRY et al., 1991; TOYODA et al., 1994; MANDEL et al., 1992; MAIA et al.,
1995; VANDER GEYTEN et al., 1997). Estudos com inibidores da sintese de proteinas
indicaram que a meia-vida de D1 em células intactas ou transitoriamente transfectadas é
superior a 12 h (ST. GERMAIN, 1988; GEREBEN et al., 2000). A inativagédo e posterior
degradacdo de D1 é reforcada por substratos, tais como o acido iopanoico e rT3 (ST.
PTU (OPPENHEIMER et al., 1972; LAURBERG, 1978; SCHNEIDER et al., 2006).

A D1 é expressa em diversos tecidos na maioria dos vertebrados, com excegdo aos
anfibios (GALTON, 1988; St. GERMAIN & GALTON, 1997). Em ratos, € expressa no
figado, rim, sistema nervoso central (SNC), hipofise, tiroide, intestino e placenta (BIANCO et
al., 2002). Nos seres humanos, a D1 esta presente no figado, rim, tiroide, hipdfise (ISHII et al,
1982; HOFFMANN & BERRY, 2005). A D1 é a principal desiodase no figado, rim e
intestino em todas as fases da vida do rato (KOHRLE, 1994). A atividade D1 é baixa em
todos os tecidos fetais, mas comeca a aumentar logo apds 0 nascimento no intestino, figado,
rim, encéfalo, cerebelo e gbnadas. Entretanto, a D1 é mais elevada na pele do rato recém-
nascido do que com duas semanas de idade, ou no rato adulto, em que é praticamente
indetectavel (BATES et al., 1999).

A enzima D1 € a Unica entre as desiodases com capacidade de ativar (5°) ou inativar
(5), sendo influenciada pelo pH (LEONARD & VISSER, 1986) e pelo grau de sulfatacdo da
iodotironina (OTTEN et al., 1983; MOL & VISSER, 1985). Embora ela seja capaz de gerar
T3 a partir do T4 e a maior parte da D1 presente no figado permite a conversdo de T4 a T3,
ela tem preferéncia na producdo de rT3 e por iodotironinas sulfatadas como o T4S, T3S rT3S
(LEONARD & VISSER, 1986; TOYODA et al., 1997; BIANCO et al., 2002).

Estudos mostram que a provavel localizagdo da D1 seja na membrana plasmatica
(LEONARD & ROSENBERG, 1978; FEKKES et al.,, 1979; KOHRLE et al., 1990;
LEONARD et al., 2000), o que favorece acesso imediato do T4 circulante para desiodacédo
pela enzima, facilitando a passagem de T3 para o plasma (BIANCO et al., 2002).

A D1 é modulada positivamente pelos HTs. O excesso dos HTs induzem aumento
significativo da transcri¢do do gene Dio 1 em ratos, camundongos e humanos (BERRY et al.,
1990 e 1991; KOHRLE, 1999). Estudos em camundongos knockout indicaram que o receptor
TRp € o principal responsavel pela estimulacdo da D1 para formacgdo de T3 (AMMA et al.,
2001). Sinergicamente o TSH estimula a atividade D1 na tireoide (ERICKSON et al., 1982;
LEONARD & VISSER, 1986; KOHRLE, 1999).

Em humanos normais, a D1 responde por 10-20% do T3 plasmatico, de origem
tireoidiana, em consequéncia da hidrélise de tireoglobulina (IZUMI et al., 1977) e de
desiodiodacdo intratireoidiana (LAURBERG, 1984; SALVATORE et al., 1996) em
individuos com ingestdo de iodo adequada, enquato que em individuos com doenca tiroidiana,
responde por 50% (LAURBERG et al., 2007; ITO et al., 2011). No hipotireoidismo primario,
ha estimulacdo da glandula tireoide pelo TSH, resultando num aumento da atividade D1 na
tireoide, que pode servir para aumentar a converséo de T4 a T3 (BEECH et al., 1995).

Durante o jejum em seres humanos, foi demonstrado um dos primeiros indicios de que
0 metabolismo periférico dos HTs em seres humanos seria modulado por eventos fisioldgicos
ou fisiopatoldgicos. Na deficiéncia nutricional (jejum), ocorre diminuicdo de 50% ou mais
nos niveis séricos de T3, aumento do rT3, sem mudanca no T4 total ou no livre (CHAN et al.,
2003 e 2005), pela acdo de D1 e D2 e a reducéo da depuracéo de rT3 pela D1.
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E amplamente aceito que a maior parte da geracdo de T3 a partir de T4 pela D1
ocorrem no figado e rim, e tem como destino principal o plasma (CHANOINE et al., 1993;
CHOPRA, 1996). No entanto, este papel para a D1 foi recentemente contestado com o relato
de que o nivel plasmatico de T3 é mantido em camundongos com deficiéncia de D1 (BERRY
et al., 1993; STRECKFUSS et al., 2005; SCHNEIDER et al., 2006), e estimativas feitas em
ratos (NGUYEN et al., 1998) e humanos (MAIA et al., 2005) sugerem fortemente que uma
fracdo significativa do T3 plasmatico é gerado pela D2.

O papel da D1, com a sua ampla especificidade de substrato e a capacidade de realizar
desiodacdo 5' e 5, é dificil de ser definida. Na verdade, com completa deficiéncia desta
enzima (D1 KO), embora ocorra alteragdo nos padrées metabdlicos e de excre¢do dos HTSs,
ndo resulta em qualquer morbidade comprovada ou anormalidades na funcdo de algum 6rgéo
(SCHNEIDER et al., 2006), pois apesar do T4 elevado, o0 T3 e 0 TSH séricos sdo normais. Ao
que tudo indica, a D1 em tecidos extra-tireoide, funciona como uma enzima captadora dos
compostos inativos e outro derivados dos HTs (RUTGERS et al., 1989; GNIDEHOU et al.,
2004), “limpando” esses compostos da circulacdo eliminando-os pela urina e bile
(SCHNEIDER et al., 2006), e quando necessario, reciclando o iodo do organismo. Esta
hipbtese é consistente com as propriedades desta enzima (MORENO et al., 1994). Substratos
com excecdo ao T4 sdo utilizados preferencialmente pela D1 para ativagdo (5'd), e na
ausénciade D1, o iodeto € perdido nas fezes sob a forma de compostos iodados (SCHNEIDER
et al., 2006).

O grau com que a atividade D1 contribui para a taxa de secrecdo de T3 pela tireoide
permanece incerto. Em estados de hipertiroidismo, e talvez, na deficiéncia de iodo, onde a
atividade da D1 tireoidiana € marcadamente aumentada, uma fraccdo significativa do T3
secretado parece ser gerado por meio deste processo enzimatico (LAURBERG et al., 2007).
No entanto, em culturas de células tiroidianas de rato estimuladas por TSH, o PTU néo
prejudica a secrecdo de T3 (KUBOTA et al.,, 1984) de acordo com o achado de que a
deficiénciade D1 ndo compromete a secrecao tireoidiana de T3.

2.2.3 lodotironinaDesiodase tipo 2 (D2)

A D2 é uma selenodesiodase obrigatoria do anel externo (5”), que catalisa a conversao
de T4aT3,erT3aT2 (OBREGON et al., 1979; VAN DOORN & ROELFSEMA, 1983). Ela
é a principal responsavel pela maior parte do T3 circulante proveniente da conversdo do T4
(CRANTZ & LARSEN, 1980; CRANTZ et al., 1982). Tem preferéncia para o0 T4 como
substrato, € insensivel a inibicdo por PTU, e tem meia-vida de aproximadamente 45 minutos
(BAQUI et al., 2003).

Em humanos, a atividade D2 foi identificada na tireoide, no cérebro fetal e de adulto,
musculo esquelético, 0sso, pele, na artéria coronaria, no coracdo, na medula espinhal, e na
placenta, além de RNAm no rim e pancreas, fornecendo uma fonte plausivel de T3
extratireoideo (BARTHA et al., 2000; CROTEAU et al., 1996; MURAKAMI et al., 2001;
IMALI et al., 2001); TANAKA et al., 1986; CROTEAU et al., 1996; SALVATORE et al.,
1996; BIANCO et al., 2002). Em roedores, a atividade D2 € expressa predominantemente na
hipdfise, cérebro e tecido adiposo marrom (TAM) (CHERON et al.,, 1979; SILVA &
LARSEN, 1983; LEONARD et al., 1988). A atividade D2 também esta presente em 0sso,
gbnadas, glandula pineal e timo de rato, glandula mamaéria de camundongo e utero de rata
gravida (MOLINERO et al., 1995; GERMAIN & GALTON, 1997; KAMIYA et al., 1999;
SONG et al., 2000; MIZUMA et al., 2001; GALTON et al., 2001; BIANCO et al., 2002).

As diferencas especificas da expressdo D2 entre as espécies indicam que esta enzima
tem as funcgdes especies especificas. A D2 é a Unica 5’ desiodase no sistema nervoso central
(SNC) de humanos adultos, ao contrario do que ocorre no rato (CAMPOS-BARROS et al.,
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1996). Em contraste, figado de rato e de humanos, ndo expressam RNAm para D2. A tireoide
humana apresenta grande expressdéo de RNAm para D2, diferentemente do que ocorre em
ratos, a expressdo de RNAm para D2 na tireoide € muito baixa e a atividade indetectavel
(BORGES et al., 1990; SALVATORE et al., 1996), entretanto em linhagem FRTL-5 de
células tireoidianas de rato foi detectado a presenca de atividade e RNAm para D2
(CROTEAU et al., 1996; SALVATORE et al., 1996; GEREBEN et al., 2001).

A D2 é conhecida por ser particularmente importante no cérebro, produzindo mais de
75% do T3 nuclear no cértex cerebral de rato (CRANTZ & LARSEN, 1980; CRANTZ et al.,
1982; SILVA & MATHEWS, 1984). Em humanos, a presenca de atividade de D2 em
musculo esquelético mostrou-se uma fonte significativa de T3 gerado para o plasma, tendo
em vista a sua grande grande distribuicdo (SALVATORE et al., 1996). Altos niveis de
RNAm e atividade de D2 foram encontrados na céclea de camundongos 8 dias ap0s o
nascimento, sugerindo que a geracdo local de T3 tem papel importante para o
desenvolvimento coclear (CAMPO-BARROS et al., 2000), e RNAm para D2 foi detectado
nos astrocitos de rato recém-nascido (GUADANO-FERRAZ et al., 1997).

O status tireoidiano regula a atividade D2 negativamente, tanto a nivel pos-
transcricional, quanto pos-traducional (SILVA & LARSEN, 1982; ST. GERMAIN, 1985 e
1988; BIANCO & KIM, 2006). Embora o(s) mecanismo(s) de regulacdo ndo tenham sido
completamente definidos, na deficiéncia de iodo e no hipotireoidismo, a atividade D2 é
marcadamente up-regulada (VAN DOOM et al., 1982 e 1983; ESCOBAR-MORREALE et
al., 1997; PEETERS et al., 2001), tendo sido demonstrada pelo aumento da desiodacdo de T4
no cortex e da expressdo de RNAm no encéfalo de ratos com hipotireoidismo (LEONARD et
al., 1981; BURMEISTER et al., 1997; TU et al., 1997; CROTEAU et al., 1996; GEREBEN
et al., 1999). Enquanto que no hipertireoidismo ela é down-regulada (LEONARD et at., 1981;
VAN DOOM et al., 1984; CROTEAU et al., 1996; BURMEISTER et al., 1997). O aumento
da atividade ocorre em resposta a uma diminuicdo da concentracdo sérica de T4, antes da
concentracdo de T3 cair. Se a diminuicdo do T4 no plasma for muito grande para ser
compensada pelo aumento da atividade D2, o feedback negativo do eixo HHT é recrutado, e
ha um aumento de TRH e TSH para estimular a tireoide (SILVA & LARSEN, 1986;
LECHAN & KAKUCSKA, 1992; PERELLO et al., 2006).

A porcdo NH, terminal da D2 permanece no limen do reticulo endoplasmatico,
enquanto que a porcdo COOH terminal é citossolica (BAQUI et al., 2000). Esta localizacédo
favorece a entrada de T3 no nucleo (GEREBEN et al., 2008) e a sua ligacéo ao seu receptor
(BAQUI et al., 2000; BIANCO et al., 2002). Assim a D2 tem o objetivo principal de fornecer
T3 para o compartimento nuclear partir do T4 intracelular (SANDERS et al., 1997; NGUYEN
et al., 1998; MAIA et al., 2005). Isso faz com que a D2 tenha um papel importante na
regulacdo do eixo HHT, onde h4 aumento da sua atividade em resposta a uma diminui¢do das
concentracdes de T4 circulante (por exemplo, na deficiéncia de iodo e na doenca auto-imune
da tireoide), muito antes de ocorrer diminuicdo dos niveis séricos de T3.

As desiodases, particularmente a D2, é amplamente expressa durante o
desenvolvimento de varias espécies. Ela é importante em grande parte, se ndo exclusivamente,
para manter os niveis de HTs na circulacdo e a nivel tecidual durante este periodo (DE
ESCOBAR et al., 2000; GALTON, 2005). Anomalias graves na aprendizagem, memoria e
locomocdo séo observadas no hipotireodismo (ANTHONY et al., 1993) ou em animais que
sofreram interrupcao da acdo dos HTs (VENERO et al., 2005).

Em mamiferos, ela desempenha um papel critico no desenvolvimento de tecidos. O
animal D2 KO desde o momento da concepcdo, apresenta leve deficiéncia de D2 e néo
manifesta nenhuma anormalidade neuroldgica grave, fato que ndo é observado quando 0s
roedores sofem de hipotireoidismo durante o periodo de desenvolvimento (GALTON et al.,
2007). Isto aparentemente é um paradoxo, dado que o teor de T3 em ratos D2 KO com 15 dias
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de nascidos € reduzido pela metade, sugerindo que o papel da D2 no desenvolvimento do
cérebro é particularmente importante nos estados de insuficiéncia da tireoide (SILVA &
MATTHEWS, 1984).

A importancia da regulacdo local dos niveis de HTs pelas desiodases ndo se limita ao
periodo de desenvolvimento. Camundongos D2KO adultos, apresentam niveis elevados de
T4, TSH e T3 normais, sugerindo que existe resisténcia ao feedback de T4 a nivel hipotalamo-
hipéfise (SCHNEIDER et al., 2001). Esta tese foi confirmada quando ao administrar T4
houve supressdo do TSH, fato que ndo ocorreu em camundongos mutantes (SCHNEIDER et
al., 2001).

Tem sido demonstrado que a D2 é fundamental como fonte de T3 no tecido adiposo
marrom (TAM) para facilitar a termogénese mediante a exposicdo ao frio (BIANCO &
SILVA, 1987; CARVALHO et al., 1991). Em roedores, a exposicdo ao frio aumenta o
RNAm e a atividade de D2 no TAM (SILVA & LARSEN, 1983). Antagonistas a ¢
adrenérgios bloqueiam este efeito (SILVA & LARSEN, 1983; SALVATORE et al., 1998). A
inativacdo do gene Dio 2 em D2 KO resulta em permanente defeito na termogénese,
comprometendo a termorregulacéo e a habilidade de dissipar o excesso de calorias da dieta
(JESUS et al., 2001). A D2 é detectavel em meados da gestacdo e desempenha um papel
importante no fornecimento de T3 para o desenvolvimento do tecido cerebral, regulando a
termogénese no TAM e a secrecdo de TSH hipofisario no periodo neonatal (BURROW et al.,
1994).

Estudos em células hepéaticas e musculares de humanos demonstraram que a D2
presente nas células musculares € muito mais eficiente do que a D1 presente no figado para
produzir T3 a partir de T4 livre (MAIA et al., 2005). Isso ja era esperado, em vista da maior
eficacia da D2 para producédo de T3 e Km menor que da D1. E pouco provavel que a D2 no
musculo esquelético contribua significativamente para a producdo de T3 periférica em seres
humanos, embora a D2 presente na tireoide, 0sso ou cérebro poderia fazé-lo (BIANCO et al,,
2002).

2.3 Privagdo de Sono e o Sistema Endocrino

A necessidade diaria de sono do homem moderno tem sido alvo de muitos estudos. No
cenario atual, o periodo de sono tem sido reduzido devido a fatores como vida social, questdes
econdmicas, luz artificial, trabalhos em turnos e disturbios do sono (ALVARENGA et al.,
2008; ANDERSEN et al., 2009). A perda de sono resultante do aumento da pressdo no
trabalho e do estresse psicossocial apresenta muitas repercussoes ainda desconhecidas para a
salde e o bem-estar, e tornou-se um grave problema em nossa sociedade (BONNET &
ARAND, 1995; MEERLO et al., 2002). Em relacdo as mulheres, isso pode ser agravado em
razdo da dupla jornada de trabalho (ANDERSEN et al., 2008).

J& estd comprovado em humanos que distarbios de sono que se estendem por muito
tempo prejudicam a capacidade cognitiva (HORNE, 1988; PILCHER & HUFFCUTT, 1996),
esta associado com a exacerbacdo em processos de doencas, incluindo as cardiovasculares
(SCHWARTZ et al., 1999; AYAS et al., 2003; GANGWISCH et al., 2006) e psiquiatricas
(FORD & KAMEROW, 1989; CHANG et al., 1997; KOREN et al., 2002), torna o organismo
mais suscetivel a patégenos (KRUEGER & MAJDE, 1990; KRUEGER & KARNOVSKY,
1995) e pode encurtar o tempo de vida (KRIPKE et al., 1979; MILLER & BARTUS, 1982;
KRIPKE et al., 2002; HUBLIN et al., 2007). Embora a fung¢do do sono ainda néo tenha sido
completamente elucidada, evidéncias sugerem que em humanos e roedores, a privacdo de
sono, total ou parcial, produz um desequilibrio hormonal em favor dos horménios catabdlicos,
suprimindo ou inibindo a liberacdo dos horménios anabolicos (BERGMANN et al., 1989;
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EVERSON et al., 1989; EVERSON & WEHR, 1993; EVERSON & REED, 1995;
EVERSON & NOWAK, 2002).

O primeiro estudo de privacdo seletiva de sono em seres humanos foi feito por
DEMENT em 1960, e consistia em acordar individuos em cada inicio de episédio de sono
REM por cinco noites consecutivas. Ao final desse periodo, os individuos reclamavam de
irritabilidade, ansiedade e dificuldades de concentragéo. O desconforto foi revertido com uma
noite de sono, durante a qual se observou um rebote de 50% de REM (DEMENT 1960;
DEMENT & FISHER, 1963). A importancia do sono paradoxal (sono REM) para um
organismo pode ser observada, mais claramente, quando ocorre normalizacdo de alguns
parametros enddcrinos apds um periodo de “sono intenso” por um periodo relativamente curto
apos a privacao de sono (periodo rebote) (TUFIK et al., 2009).

Em animais, existem algumas metodologias de privacdo/restricdo seletivas de sono.
JOUVENT e colaboradores (1964) desenvolveram um método de privacdo de sono REM em
gatos, conhecido como “técnica do vaso de flores”, que se baseia na atonia muscular, presente
nesta fase. Consiste na colocacdo de um animal sobre uma plataforma estreita imersa em
agua. Com a ocorrénciada atonia muscular, o animal cai na dgua e acorda. Pouco tempo
depois este método foi adaptado para ratos (COHEN & DEMENT, 1964). Outra técnica é a da
plataforma giratéria (BERGMANN et al., 1989), onde o rato fica acoplado a um sistema de
registro, quando o animal entra em sono REM, o disco é rodado automaticamente, forcando o
rato a andar para nao ser levado para a dgua. Evidéncias demonstram que essas técnicas sao
estressantes, pois além dos despertares frequentes, o animal fica isolado e sem mobilidade.
Para atenuar os efeitos destas varidveis interferentes foi desenvolvido o método de
plataformas multiplas. Neste modelo, um rato é colocado dentro de um tanque grande com
agua, onde é permitido mover-se livremente através de plataformas distribuidas pelo tanque
(VAN HULZEN & COENEN, 1981). Este metodo foi adicionalmente modificado numa
tentativa de eliminar o isolamento social do animal, descrito nas técnicas anteriores (NUNES
& TUFIK, 1994). Este modelo foi denominado plataformas multiplas modificado, tendo como
caracteristica a colocacdo de varios animais no tanque com numero de plataformas excedente
ao numero de ratos.

A Figura 6 ilustra o perfil dos horménios analisados durante o sono noturno, por um
periodo de privacdo de sono de 28 h e a recuperacdo no dia subsequente (8 h de sono diurno)
em voluntérios jovens e saudaveis (VAN CAUTER et al., 1991; VAN CAUTER & SPIEGEL,
1991).
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Figura 6: Perfil temporal do horménio do crescimento (GH) (A), cortisol (B), TSH (C) e prolactina
(PRL) (D) de 8 homens adultos jovens durante o sono noturno, 28 horas de privagdo de sono e 8 horas
de sono diurno (ALVARENGA, 2008).

A privacdo de sono é considerada um fator de estresse em seres humanos e em ratos.
Vaérios estudos demonstraram ativacdo dos sistemas classicos de estresse e elevagdo de
adrenalina e cortisol (corticosterona em ratos) (KNUTSON, 2007; MEERLO, 2008), embora
ndo haja um consenso sobre o assunto (RECHTSCHAFFEN & BERGMANN, 2002). Os
modelos animais de privacdo do sono indicam que ndo sO a perda de sono, mas também o
método utilizado para induzir a privacao de sono levam ao estresse, resultando no aumento da
atividade do eixo hipotalamo-hipd6fise-adrenal (HHA), com aumento das concentracdes de
corticosterona, do horménio adrenocorticotrofico (ACTH), e hipertrofia da glandula adrenal
(BORBELY, 1983; COENEN & VAN, 1985; BROCK et al., 1994; TUFIK, 1998;
SUCHECKI et al., 1998; SUCHECKI & TUFIK, 2000b; SUCHECKI et al., 2002;
ANDERSEN et al., 2003, 2004a e 2005a; ANDERSEN & TUFIK, 2005c; ZAGER et al.,
2007).

Os hormonios gonadais também sofrem influéncia da privacdo de sono paradoxal
(ANDERSEN et al., 2003, 2004a, 2005b, 2006a e 2007). ANDERSEN et al., 20043,
demonstraram que a privacdo de sono paradoxal por 96 h pelo método da plataforma multipla
modificada, em ratos machos, resulta num aumento significativo de progesterona, diminuicéo
de testosterona e estrona, e um periodo de sono rebote de 24 horas foi capaz de normalizar os
niveis de progesterona. Em fémeas, ANTUNES et al. (2006) observaram no grupo submetido
a privacdo na fase de diestro do ciclo estral, baixos niveis de estradiol e estrogeno, e altos
niveis de progesterona.

A liberacdo de GH esta intimamente relacionada ao sono de ondas lentas (VAN
CAUTER et al., 1992; VAN CAUTER & COPINSCHI, 1998), de tal modo que, sempre que
0 sono € interrompido, mesmo por despertares espontaneos, ocorre supressdo da liberacdo de
GH noturno (TAKAHASHI et al., 1967; PARKER et al., 1969; SASSIN et al., 1969; VAN
CAUTER et al., 1992). Essa inibi¢do é observada mesmo ap6s a administracdo de horménio
liberador de GH (GHRH) (SPATH-SCHWALBE et al., 1995). Na restricdo aguda de sono,
ocorre aumento da liberagdo de GH no inicio do sono, ja na restricdo crénica de sono, 0 pico
de liberacdo GH ocorre antes do inicio do periodo de sono e a porcentagem de liberacdo de
GH é menor do que individuos ndo privados (SPIEGEL et al., 2000), indicando um
mecanismo de adaptacdo na restricdo crénica de sono. Em ratos, EVERSON & REED (2004)
observaram diminuicdo de GH em machos submetidos a privacdo de sono (71% do sono
REM) por uma ou duas semanas pela metodologia da plataforma giratoria. Estudos
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demonstram que um curto periodo de privacdo de 6-8 h pode reduzir os niveis de GHRH no
hipotdlamo (GARDI et al., 1999).

Em humanos, pequenos periodos de privagdo e fragmentacao de sono sao responsaveis
por niveis noturnos de prolactina mais baixos do que individuos com sono normal (VON
TREUER et al., 1996; VAN CAUTER et al., 1997 e 2005). Apesar disto, o pico de prolactina
ocorre durante o sono, mesmo que o sono seja retardado (VAN CAUTER & SPIEGEL,
1997). Em ratos, um periodo longo de duas semanas de privacao de sono total ou parcial pelo
método da plataforma giratéria foi responsével por uma dramatica diminuicdo dos niveis de
prolactina e IGF-1 (EVERSON & CROWLEY, 2004).

Em humanos, foi observada ligeira reducdo de leptina em individuos que sofreram
privacdo aguda de sono (MULLINGTON et al., 2003; SPIEGEL et al., 2004), restricdo de
sono (SPIEGEL et al., 2003), e em pacientes com narcolepsia, que apresentam arquitetura do
sono anormal (KOK et al., 2002; SCHULD et al., 2000). Em ratos machos, EVERSON &
CROWLEY (2004), utilizando a metodologia do disco giratdrio e privacdo de sono REM por
5 dias, observaram diminuicao de leptina e aumento de ghrelina.

2.4 Sistema Enddcrino na Gestacao

Logo apos a implantacdo do embrido no endométrio, uma série de adaptacGes ocorrem
na mée a fim de proteger o feto em desenvolvimento, assegurar a gestacdo e um parto bem
sucedido. A adeno hipofise aumenta cerca de 36 %, principalmente devido ao aumento no
tamanho e numero de lactotrofos. Paralelamente ao aumento dos lactotrofos, os niveis
elevados de estrogénio aumentam a sinte e secrecdo de prolactina. O nimero de somatotrofos
e gonadotrofos sdo reduzidas, e ndo ha mudangas nos corticotrofos ou tireotrofos (FOYOUZI
et al., 2004). Enquanto que a neuro hipofise diminui de tamanho (ELSTER et al., 1991).

No inicio da gestacdo, as mudancas hormonais sdo mediadas pelo corpo luteo
(ACHACHE & REVEL, 2006) e pelo hCG produzido pelo trofoblasto (BRAUNSTEIN et al,
1973). Apds a formacdo da placenta, que em humanos e em ratos € do tipo hemocorial, esta
passa a produzir horménios como estriol, estrogénio e progesterona, além de possibilitar a
passagem de horménios menores que 700d (FISHER, 2006) da mée para o feto.

Altos niveis de estrogénio e progesterona sdo essenciais para manutencdo da gestacdo
e aumentam progressivamente durante este periodo (LEHTOVIRTA & RANTA, 1981). O
aumento dos niveis de progesterona eleva os niveis de proteinas de ligacdo de corticosterdide
(CBG), diminuindo ao longo da gestacdo os niveis de cortisol/corticosterona (LOHRENZ et
al., 1967; WETTERBUERG et al., 1979; SANTIAGO et al., 2001; BRUNTON et al., 2005).
A placenta é permeavel a hormonios esterdides, incluindo cortisol. Ao longo da segunda
metade da gestagdo, o cortisol € metabolizado a cortisona (metabolito inativo) nos tecidos
fetais e na placenta. (PEPE & ALBRECHT, 1995; MESIANO & JAFFE, 2004). Ao final da
gestacdo e com o desenvolvimento do feto, a proporcdo de cortisol a cortisona em tecidos
fetais e no plasma aumenta, e a conversdo de cortisol em cortisona dentro da placenta e
tecidos fetais diminuiu. O cortisol tem uma acdo maturacional importante em varios tecidos
fetais no final da gestacdo, além de aumentar a producdo de T3 pela atividade da D1 hepatica
fetal, a sintese de surfactante no pulméo e aumento da sensibilidade do TAM a noradrenalina
(LIGGINS, 1990; WALLACE, 1995).

Parece haver uma desconexao entre 0 CRH e o ACTH durante a gravidez, pois o CRH
aumenta exponencialmente no final da gestacdo (LAATIKAINEN et al., 1987; CAMPBELL
et al., 1987; GOLAND et al., 1988), enquanto o ACTH tém aumento mais gradual
(LINDSAY & NIEMAN, 2005). Em humanos, a maior parte do CRH é de origem placentaria
e do cordao umbilical, caso que ndo ocorre em roedores (SHIBASAKI et al., 1982; GOLAND
et al., 1988). Evidéncias sugerem que o CRH placentario seja biologicamente ativo e poderia
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estimular os eixos HHA na mée e do feto. A secrecdo de CRH por células do trofoblasto seria
estimulada pelos altos niveis de glicocorticoides (cortisol) no soro materno, sugerindo que
exista um feedback positivo entre os eixos HHA da mée e do feto (ROBINSON et al., 1988;
JONES et al., 1989).

Em roedores, mecanismos para suprimir a resposta ao stress do eixo HHA surge por
volta dos dias embrionarios 10-15, sendo mantida até o periodo de lactacdo (NAKAMURA et
al., 1997; NEUMANN et al.,1998 e 2003; BRUNTON et al., 2005). Mesmo no momento do
parto, quando h& aumento de ACTH e corticosterona (NEUMANN et al., 1998; DOUGLAS
et al., 2003), o eixo HHA ¢ inibido (WIGGE et al., 1993; DOUGLAS et al., 2003). Esta
adaptacdo age para amortecer o impacto do estresse, reduzindo a exposicao fetal ao excesso
de glicocorticoides, minimizando-se assim o risco de programacdo adversa nos filhotes
(WELBERG & SECKL, 2001). Pode-se observar diminuicéo da expresséo de RNAm de CRH
e AVP no nucleo paraventricular (PVN), concomintante com diminuicdo de CRF na
eminéncia mediana (DA COSTA et al., 1996; JOHNSTONE et al., 2000; MA et al., 2005).

As concentracfes de IGF-1 sdo elevadas durante a gestacdo (ZIMKELLER, 2000), e
isto provavelmente faz com que os niveis de GH nédo sofram grandes alteraces (FOYOUZI et
al., 2004). Os niveis de ocitocina aumentam progressivamente em paralelo com o estradiol e a
progesterona, aumentando ao nivel maximo com a dilatacdo da cérvix e distensdo da vagina
no momento do parto (LEAKE et al., 1981).

A gléndula tireoide aumenta cerca de 18 % durante a gestacdo (GLINOER, 1997).
Esse aumento € associado ao alargamento dos foliculos, da quantidade de coldide e do volume
de sangue. Este alargamento ocorre em resposta ao hCG que age nos tireotrofos. Devido a
subunidade B ser compartilhada pelo hCG e TSH, o hCG liga-se ao receptor do TSH,
ativando-o (GLINOER et al., 1994; SOLDIN et al., 2004). O aumento das concentracdes de
estrogénio que induzem o aumento da sintese hepatica de TBG, aumentando do
cisanalhamento de TBG e diminuindo a taxa de depuracdo plasmaética (LUM et al., 1984;
GLINOER, 1990; 1994; ROBBINS, 2000; SCHUSSLER, 2000; ALEXANDER et al., 2004;
SOLDIN et al., 2004). O resultado é o aumento da TBG, com os niveis de T3 e T4 mantendo-
se adequados para as necessidades metabdlicas da méde e para o desenvolvimento fetal
(GLINOER, 1997). A concentracdode TSH no primeiro trimestre € menor que no segundo e
terceiro trimestre (GLINOER, 1997). Os niveis de TSH plasmatico aumentam
progressivamente durante a Gltima metade da gestacdo (BURROW et al., 1994). Apesar disto,
as concentracfes de TRH sdo normais (BURROW et al., 1994; FOYOUZI et al., 2004;
BROWN et al., 2005).

Os HTs e seus derivados oriundos da passagem transplacentaria, foram detectados em
embrides de ratos e humanos, antes do inicio da secrecdo fetal de HT, que no rato, acontece
nos dias embrionarios 15-17 e em humanos da 122-20? semanas gestacionais (OBREGON et
al., 1984; DE ESCOBAR et al., 1985, 1988 e 2004). Em ratos, mesmo ap6s a formacdo da
tireoide, 15% a 20% de T4 nos tecidos fetais é de origem materna (Morreale De Escobar,
1990). Varios estudos (RUIZ DE ONA et al., 1988; DE ESCOBAR et al., 1989 e 1990)
mostraram que apesar de baixos niveis de HT no plasma de ratas tireoidectomizadas, os niveis
de T4 e T3 eram normais a partir dos dia gestacionais 17-22 no cérebro e no plasma de fetos
com funcionamento normal da tireide.

A maior parte dos HTs no compartimento fetal sdo inativados para analogos sulfatados
e desiodados pela D1 e D3 até o periodo perinatal (BURROW et al., 1994; KERRY et al.,
2001). Esta neutralizacdo mantém os niveis de T3 reduzidos até as ultimas semanas de
gestacdo, facilitando o crescimento fetal e o timing para maturacdo de tecidos (periodo
especifico para ocorrer maturacdo tecidual). Apesar da limitada transferéncia placentaria
materno-fetal de T4 e a producdo predominante de metabdlitos inativos, niveis significativos
de T4 livre estdo presentes nos fluidos fetais, provenientes de transferéncia placentéaria do
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inicio da gestacdo, de producéo da tireoide fetal, e de desiodacao periférica no cérebro e TAM
pela D2 fetal na gestacdo tardia, o que tem um papel critico no desenvolvimento fetal (RUIZ
DE ONA et al., 1988; BURROW et al., 1994; DE ESCOBAR et al., 2004; BROWN et al.,
2005).

2.5 Sono e Gestacao

A importancia da qualidade do sono e o impacto negativo dos disturbios do sono na
gravidez séo reconhecidos tanto por pacientes quanto por médicos. Desde a concepcao até o
momento do parto, a gravidez e sono tém uma intima relacdo, e até mesmo a posi¢do da mae
durante o sono influencia o local de implantacéo do 6vulo no itero (MAGANN et al., 2002).

Durante a gravidez, dois tercos das mulheres consideram seu sono anormal (PIEN &
SCHWAB, 2004; LEE, 2006). Ha um aumento do estagiol (NREM), reducdo do sono de
ondas lentas (estagios 3 e 4 do sono NREM) e do sono REM (KARACAN et al., 1968;
HERTZ et al., 1992; DRIVER & SHAPIRO, 1992; BRUNNER et al., 1994; LEE et al., 2000;
PIEN et al., 2004). Essas alteracGes, ja ocorrem no primeiro trimestre gestacional, quando ha
aumento da quantidade total de sono (HERTZ et al., 1992; ELEK et al., 1997; LEE & GAY,
2004). Em contraste, o terceiro trimestre é caracterizado por diminuicdo do tempo de sono
(LEE et al., 1992; HEDMAN et al., 2002; LEE et al., 2000; LEE & GAY, 2004). Tais
mudangas parecem ser influenciadas pelo aumento acentuado nos niveis de hormonios
reprodutivos (progesterona e estrogeno) que ocorrem no periodo gestacional de humanos e
animais (SPEROFF et al., 1989; DRIVER, 1992; NISHINA et al., 1996; LOPES et al., 2004,
PARRY et al., 2006). O estrogénio diminui o sono REM (BRANCHEY et al., 1971; FANG
& FISHBEIN, 1996) e a progesterona aumenta 0 NREM (FRIESS et al., 1997). Além disso, a
fragmentacdo do sono pode aumentar a concentracdo de cortisol no plasma (FOLLENIUS et
al., 1992; MEERLO et al., 2008).

Mesmo uma gestacdo normal envolve vérias mudangas comportamentais, fisicas e
fisioldgicas que tém impacto na duracdo e nos padrbes do sono. Fatores como idade materna
(WORTH et al., 2002), paridade (WATERS et al., 1996; OGA et al., 1995), ritmo circadiano
alterado (LABYAK et al., 2002), ganho de peso, contracfes uterinas, movimentos fetais,
aumento da frequéncia urindria (BARATTE-BEEBE et al., 1999), cdibras nas pernas, azia
(SUZUKI et al., 1994; WORTH et al., 2002), incapacidade de assumir posi¢Ges durante o
sono, e a expectativa do parto potencializando a ansiedade (ROCHA, 1991), podem também
influenciar o sono durante a gravidez. Além disso, a gestacdo pode afetar um disturbio do
sono pre- existente (SCHWEIGER, 1972; FEINSILVER & HERTZ, 1992, ELEK et al.,
1997; SUGIHARA & KOBAYASHI, 1998; LE BOM et al., 2001; HEDMAN et al., 2002;
LEE et al., 1992, 2000 e 2004; SANTIAGO et al., 2001; EDWARDS et al., 2002; PIEN et
al., 2005; FACCO et al., 2010) e aumentar a ocorréncia de novos distirbios do sono como a
sindrome das pernas inquietas (SBROCCA, 1962; GOODMAN et al., 1988; LEE et al., 2001,
MANCONI et al., 2004), insénia (SUZUKI et al., 1994), ronco (REDLINE et al., 1994,
LOUBE et al., 1996), apnéia do sono (AMBROGETTI et al., 1991; SAHOTA et al., 2003) e
sonoléncia excessiva (MINDELL & JACOBSON, 2000).

Hé& cada vez mais discussdo sobre o0s riscos e consequéncias relacionadas com a perda
do sono durante a gestacdo. Cada vez mais as mulheres véem se destacando como forca de
trabalho, isso sem reduzir a maioria de suas responsabilidades em casa. Consequentemente as
necessidades de sono sdo muitas vezes empurradas para o fundo da lista de prioridades e
quaisquer prejuizos decorrentes da ma qualidade ou duracdo sono podem afetar adversamente
seu modo de vida (WILLIAMS et al., 2002). O sono materno é importante para o bem-estar
fetal, porque o fluxo sanguineo utero-placentario e a secrecdo de varios hormonios,
especialmente 0 GH, tem seu pico durante o sono (BLYTON et al., 2002).
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2.6 Restricao de Sono, Hormonios Tireoidianos e Gestacao

Alteracdes no ambiente materno durante a gestacdo podem afetar o desenvolvimento
embrionario e fetal, tornando o individuo predisposto a desenvolver doenga cardiovascular,
hipertensdo, resisténcia a insulina e diabetes na vida adulta (OZANNE & HALES, 2002,
HOLT, 2002; DODIC et al., 2002; BARKER, 2002 e 2004). Esta teoria é conhecida como
programacdo perinatal ou hipdtese de Barker (BARKER et al., 1989; ADAMO et al., 1989;
ABE et al., 2008) e tem sido demonstrada tanto em estudos epidemiol6gicos quanto em
estudos experimentais (ANDERSEN et al., 2004; BARROS et al., 2006).

J& foi demostrado que a privacdo de sono como um estimulo de estresse durante a
gravidez pode causar alteracdes na mae, no ambiente fetal (CHANG et al., 2010) e também
promove mudancas na resposta emocional, comportamento sexual e alteracGes bioquimicas na
prole na idade adulta (SUCHECKI & PALERMO, 1990; VELAZQUEZ-MOCTEZUMA et
al., 1992; CALEGARE, 2010). Apesar da fungdo exata do sono ndo ter sido completamente
elucidada, os efeitos patoldgicos que resultam da sua privacdo ou restricdo tém sido descritos
em seres humanos (PENEV et al., 2007; IRWIN et al., 2008) e animais (BERGMANN et al.,
1989; D'ALMEIDA et al., 1998; FRANK et al., 1998; KUSHIDA, 2001). H& evidéncias de
que a privacdo de sono desencadeia processos oxidativo em varios 6rgaos (D'ALMEIDA et
al., 1997 e 1998; CIRELLI et al., 2004; GOPALAKRISHNAN et al., 2004; EVERSON et al.,
2005), e a inducgéo de estresse oxidativo durante a gravidez pode conduzir a malformacoes
congénitas ou mesmo morte fetal (WELLS et al., 2009).

Durante a restricdo de sono muitos neurénios e fungbes enddcrinas sdo alterados e
uma das alteracdes mais marcantes ocorre no eixo HHT. Em humanos, varios estudos
(PARKER et al., 1987; BRABANT et al., 1990; KUHS et al., 1996) relataram que na
privacao de sono aguda, ocorre um aumento da atividade do eixo HHT com aumento notavel
do TSH, resultando em aumento dos hormonios liberados pela glandula tireoide. Em outro
estudo, a restricdo de 4 h de sono por noite por seis dias causou aumento de T4 e reducdo nos
niveis de TSH (SPIEGEL et al., 1999), mas diversos trabalhos demonstraram justamente o
oposto.

BERGMANN et al. (1989) demonstraram que apds a privacdo cronica de sono
paradoxal em ratos utilizando a metodologia da plataforma giratoria, as concentracfes de T4 e
T3 reduzem progressivamente, mas o0s niveis de T4 mostram uma queda ainda mais acentuada
(até mesmo indetectavel) que os de T3 (BERGMANN et al., 1989; EVERSON & REED,
1995; EVERSON et al., 2002; EVERSON & NOWAK, 2002). Isto se deve provavelmente a
producdo local de T3 no TAM pela enzima iodotironina desiodase tipo 2 (SILVA &
LARSEN, 1986; SILVA et al., 1984; BALZANNO et al., 1990) e a quantidade de horménio
ndo ligada a TBG, entretanto as concentracdes de TSH, potente estimulador do eixo HHT, ndo
acompanhou a diminuicdo de T4, mantendo-se a niveis basais. Ap6s a administracdo de TRH
foi observado um aumento do TSH a fim de restabelecer os valores de T4 e T3 (REFETOFF,
1989; EVERSON & REED, 1995). A explicacdo para o declinio das concentracdes de T4,
mais a inadequada liberacdo de TSH no plasma durante a privacdo de sono ainda é
desconhecida, mas indica uma alteracdo em um mecanismo central de regulacdo hormonal
durante a privacdo de sono, sugerindo um hipotireoidismo central (REFETOFF, 1989;
SAMUELS & RIDGWAY, 1992), o que explicaria o fato de que a administracdo de T4 em
ratos privados do sono nédo seria suficiente para suprimir a atividade da desiodase tipo 2 no
TAM (BALZANNO et al., 1990), além disto os niveis de rT3 ndo estavam aumentados de
forma que indicasse a inativacdo do T4 (EVERSON & REED, 1995), e ao analisar o ndcleo
paraventricular (PVN) de animais experimentais foi observado uma triplicacdo da transcricdo
dos niveis de TRH, mas isto néo foi suficiente para aumentar os valores de TSH (EVERSON
& NOWAK, 2002).
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A funcdo normal da tireoide materna durante a gravidez é critica para o0
desenvolvimento fetal, pois ao longo da gestacdo altos niveis de T4 sdo requisitados
(MANDEL et al.,, 1990; GLINOER, 1997). Em humanos e roedores, 0s hormonios
tireoidianos maternos sao importantes para o neurodesenvolvimento normal da prole (DE
ESCOBAR, 1989; LAVADO-AUTRIC, 2003; AUSO, 2003 e 2004; DE ESCOBAR et al.,
2000, 2002, 2003 e 2004) e sua auséncia durante o desenvolvimento leva a danos cerebrais
irreversiveis (EAVRS, 1960; TSUJIMURA et al., 1971; FORD & CRAMER, 1977; DE
ESCOBAR et al., 1983; STEIN et al., 1991; BERNAL E NUNEZ, 1995; DE ESCOBAR et
al., 1997). Como dito anteriormente, a privacdo de sono como um estimulo de estresse na
gravidez pode causar alteracbes na mée, no ambiente fetal (CHANG et al., 2010), e pode
promover alteracbes comportamentais, bioquimicas e psicossomaticas na prole na idade
adulta (SUCHECKI & PALERMO, 1990; VELAZQUEZ-MOCTEZUMA et al., 1992;
CALEGARE, 2010), entretanto o impacto da perda de sono sobre a funcdo tireoidiana da
mde, desenvolvimento e funcdo tireoidiana da prole, ainda é obscuro, ndo existindo na
literatura nenhum trabalho que faca este tipo de anélise.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Neste trabalho nosso objetivo foi estudar a funcdo tireoidiana e o metabolismo
extratireoidiano das iodotironinasem ratas prenhas submetidas a restricdo de sono, bem como
avaliar estes mesmos parametros em sua prole.

3.2 Objetivos especificos

Estudar a funcdo tireoidiana e o metabolismo extratireoidiano das iodotironinas
desiodases em ratas prenhas, controles e restritas de sono por 20 h diarias, durante 6 dias, no
20° dia gestacional e no momento do desmame (21° dia de vida dos filhotes), além de
estudarmos estes mesmos parametros na prole, macho e fémea, com 21 dias de idade e na
prole fémeas, com 60 dias de idade, para isso avaliamos:

e Peso corporal no 1°, 14° e 20° dia gestacional nas ratas prenhas eutanasiadas no 20° dia
gestacional;

e Peso corporal no 1°, 14° e 20° dia gestacional nas ratas eutanasiadas no 21° dia de vida
dos filhotes;

e Peso corporal dos filhotes machos e fémeas aos 21 dias de vida e dos filhotes fémeas

aos 60 dias de vida;

Peso absoluto da adrenal, hipofise e tireoide nas mées e filhotes;

Peso relativo da adrenal, hipofise e tireoide nas maes e filhotes;

As concentracdes séricas de corticosterona;

As concentragdes séricas totais de T3 e T4;

A atividade da desiodase tipo 1 no figado, rim, tireoide e hipofise, e tipo 2;

A atividade da desiodase tipo 2 no TAM, hipofise, hipotalamo e hipocampo.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) sob nimero de processo 23083.000361/2013-13, e
atende aos principios basicos para pesquisa envolvendo o uso de animais e esta de acordo com
0s principios éticos e do bem estar animal estando de acordo com a resolucdo 714 de
20/06/2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

4.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar com aproximadamente 3 meses de idade,
machos pesando entre 300-350 g (n=20) e fémeas pesando entre 200-250 g (n=38), cedidos
gentilmente pelo biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFRRJ localizado no
Prédio de Quimica da mesma universidade. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno, em uma sala com temperatura controlada (22° a 25° C), ciclo claro/escuro de 12
h (luzes acesas as 7 h e apagadas as 19 h), com comida e agua ad libitum.

4.2 Citologia Vaginal

Para determinar a regularidade dos ciclos estrais, as ratas foram submetidas a citologia
vaginal duas semanas antes de iniciar os procedimentos experimentais. A coleta da secre¢édo
vaginal foi realizada com uma ponteira de plastico contendo soro fisiolégico (NaCl 0,9 %) e
para a coleta, a ponteira foi inserida na vagina das fémeas, ndo profundamente, e o fluido
coletado foi colocado na ldmina para a posterior visualizagdo no microscopio oOptico. A
determinacédo do ciclo é baseada na presenca de trés tipos celulares no esfregaco vaginal. A
lamina de proestro apresenta predominéncia de celulas epiteliais nucleadas, o estro é
constituido por células queratinizadas anucleadas, 0 metaestro apresenta a mesma proporgao
entre leucdcitos, células epiteliais e cornificada e o diestro apresenta predominancia de
leucéceitos (MARCONDES et al., 2002).

4.3 Acasalamento dos Animais

Na fase de proestro do ciclo estral, os machos foram colocados nas caixas junto as
fémeas virgens por volta das 17 h e com elas permaneceram durante toda a noite. Pela manha
do dia seguinte foi feito o esfregaco vaginal e observacdo da presenca ou ndo de tampdao
vaginal (plug vaginal) e espermatozoides. O primeiro dia de gestacao foi designado quando o
tampéo vaginal foi observado na vulva da rata e/ou quando no esfregago vaginal foi
observada a presenca de espermatozdides. A partir dai entdo as fémeas prenhas foram
divididas em 2 grupos: Controle (C, n=15) e submetidas a restricdo de sono (RS, n=22).

4.4 Metodologia das Plataformas Multiplas Modificada

Para executar o protocolo de restricdo de sono (RS) nos utilizamos a técnica de
Plataformas Multiplas Modificada (NUNES & TUFIK, 1994). Foram utilizados tanques de 63
x 49 x 32 cm® e plataformas feitas com cano de PVC e concreto, com aproximadamente 6,5
cm de diametro. Foram distribuidas 8 plataformas circulares pelo tanque, que foi preenchido
com &gua até 1 cm abaixo do final de cada plataforma, permitindo a livre movimentacao dos
animais saltando de uma plataforma para outra. Em cada tanque foram colocados no maximo
5 animais. Dois dias antes de comegar 0s procedimentos experimentais, 0S animais passaram
por um periodo de adaptagdo, que consistiu em ficar no tanque por um periodo de 1 h (por
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dia) para que acostumassem com 0 novo ambiente e quedas desnecessarias das plataformas
fossem minimizadas durante o experimento. Racdo e garrafas de agua foram fornecidas
livremente sobre uma grade situada no topo do tanque (Figura 7). A &gua no tanque foi
trocada diariamente durante todo o periodo restri¢cdo de sono (6 dias).

O Protocolo utilizado para restricdo de sono (RS) é baseado na atonia muscular que
ocorre no sono REM (JOUVENT et al., 1964) e procede da seguinte forma: quando os
animais atingem a fase de sono paradoxal (sono REM), ocorre atonia muscular esquelética,
perda do equilibrio postural, os ratos caem ou encostam na agua, e sdo acordados. A
metodologia das plataformas multiplas modificada foi escolhida, pois minimiza outras
variaveis de estresse como, isolamento social e restricdo de movimento encontrada em outras
metodologias de restricdo de sono (NUNES & TUFIK, 1994).

_— 1

Figura 7: Foto do tanque para restricio de sono pela Metodologia de Plataformas Madltiplas
Modificada utilizada no presente estudo.

4.5 Protocolo de Restricdo de Sono nas Ratas Prenhas

Associada a Metodologia das Plataformas Multiplas Modifica, sera utilizado também
um protocolo de restricdo de sono proposto por THOMAL et al. (2010), onde ratas prenhas
entram no tanque de privacdo as 14 h do 14° dia de gestacdo (1° dia experimental), no dia
seguinte as 10 h as ratas voltam para as caixas contendo maravalha, sendo entdo autorizadas a
dormir livremente por 4 h. Este intervalo de tempo foi escolhido, porque é quando o sono
REM alcanca sua maior expressido (MACHADO et al., 2005). As 14 h, os animais retornam
para os tanques de privacdo. Este procedimento foi repetido até o 20° dia de gestacdo, quando
as 10 h a restricéo de sono foi finalizada. Os animais do grupo controle (C) permaneceram em
suas caixas (até 4 animais por caixa) na mesma sala onde ocorreu a restricdo de sono. Ambos
0s grupos tiveram livre acesso a comida e agua durante todo o procedimento experimental. Os
animais foram mantidos em sala com temperatura controlada (21 + 3° C), e ciclo claro/escuro
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de 12:12, com as luzes acesas as 7 h e apagadas as 19 h, até o 14° dia gestacional, quando
foram transferidas para a sala de restricdo de sono, sob as mesmas condigdes. O peso das ratas
prenhas foi acompanhado durante a gestagcdo. O protocolo experimental foi dividido em trés
fases:

4.5.1 Primeira Fase

No 20° dia gestacional, quando a restricdo de sono é finalizada, metade das ratas
prenhas do grupo controle (C, n=7) e restritas de sono (RS, n=11) foram eutanasiadas, o
sangue foi coletado, centrifugado e o soro obtido estocado a -20° C para analise de T4, T3 e
corticosterona pela técnica de Radioimunoensaio (RIA). Hipdfise, tireoide e adrenal foram
excisadas e pesadas para avaliagdo do peso absoluto e relativo. Apds a pesagem, a adrenal foi
dispensada. Tireoide, hipofise, figado e rim foram armazenados a -70° C para posterior
analise da atividade iodotironinadesiodase tipol (D1). Tecido adiposo marrom (TAM),
hipofise, hipotalamo e hipocampo foram armazenados a -70° C para andlise da atividade
iodotironina desiodase tipo 2 (D2) (Figura 8).

4.5.2 Segunda Fase

As outras ratas dos grupos controle (C, n = 8) e restritas de sono (RS, n = 11) ficaram
nas caixas individuais com maravalha para parto natural. Aos 21 dias os filhotes foram
desmamados e separados em machos e fémeas (sexagem). A sexagem foi feita com base na
distancia ano-genital, que no macho é bem maior do que na fémea, além da visualizacdo da
bolsa escrotal. Parte dos filhotes machos e fémeas foram eutanasiados aos 21 dias juntamente
com suas maes. Ndo mais do que dois filhotes da mesma ninhada foram atribuidos a cada
grupo experimental para evitar que resultados iguais causados por filhotes provenientes da
mesma matriz experimental (mae) sejam duplicados, ou seja, 0 “efeito da ninhada” (BECKER
& KOWALL, 1977). O sangue das mées e dos filhotes foi coletado, centrifugado e o soro
obtido estocado a -20° C para analise de T4, T3 e corticosterona pela técnica de RIA. No caso
dos filhotes de 21 dias, foi feito pool com o sangue de dois filhotes para a obtecdo da
quantidade suficiente de soro para realizacdo das dosagens hormonais. Hipofise, tireoide e
adrenal foram excisadas e pesadas para avaliacdo do peso absoluto e relativo. Apés a
pesagem, a adrenal foi dispensada. Tireoide, hipdfise, figado e rim foram armazenados a -70°
C para posterior analise da atividade D1. TAM, hipdfise, hipotalamo e hipocampo foram
armazenados a -70° C para andlise da atividade D2 (Figura 8).

4.5.3 Terceira Fase

Os filhotes fémeas restantes ficaram nas caixas até completarem 60 dias de vida,
qguando foram eutanasiados. Como descrito na segunda fase, ndo mais do que dois filhotes da
mesma ninhada foram atribuidos a cada grupo experimental para evitar o “efeito da ninhada”
(BECKER & KOWALL, 1977). Sangue foi coletado, centrifugado e o soro obtido estocado a
-20° C para analise de T4, T3 e corticosterona pela técnica de RIA. Hipofise, tireoide e
adrenal também foram excisadas e pesadas para avaliacdo do peso absoluto e relativo, apés a
pesagem a adrenal foi descartada. Tireoide, hipéfise, figado e rim foram armazenados a -70°
C para posterior analise da atividade D1. TAM, hipofise, hipotadlamo e hipocampo foram
armazenados a -70° C para analise da atividade D2 (Figura 8).
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Figura 8: Esquema representativo do protocolo experimental de restricdo de sono em ratas prenhas
com as 3 fases experimentais realizadas neste estudo.

4.6 Dosagens Séricasde T3e T4

As concentracdes séricas de T3 e T4 foram determinadas com Kits comerciais para
RIA de T3 (MP Biomedicals [**1] T3 solid phase RIA with monoclonal antibody, New York-
USA) e T4 (MP Biomedicals [***I] T, solid phase RIA with monoclonal antibody, New York-
USA) totais, contendo anticorpos especificos aderidos a parede dos tubos de polipropileno, e
T3 e T4 radiomarcados (**1). Os demais procedimentos seguiram as recomendaces do
fornecedor. Os resultados foram expressos em ng/dl para o T3 e em pg/dl para o T4. As
amostras foram dosadas em duplicata e a deteccdo da radioatividade foi determinada em
cintilador de fase solida, Wizard (2470-0020 Wallac Wizard™ ? automatic gammacounter).

4.7 Dosagem Sérica de Corticosterona

Os niveis sericos de corticosterona foram determinados com Kits comerciais para
radioimunoensaio (RIE) com Kit especifico (Corticosterone. MP Biomedicals, LLC 13485)
totais, contendo anticorpos especificos aderidos a parede dos tubos de polipropileno,
radiomarcados (*?°1). Os demais procedimentos seguiram as recomendacdes do fornecedor.
Os resultados foram expressos em ng/mL. As amostras foram dosadas em duplicata e a
deteccdo da radioatividade foi determinada em cintilador de fase sdlida, Wizard (2470-0020
Wallac Wizard™ 2 automatic gamma counter).

4.8 Atividade das Desiodase tipo 1 (D1) e tipo 2 (D2)

As atividades da D1 e da D2 foram determinadas pelos métodos previamente
publicados (BERRY et al.,1991), como adaptado por Bianco e Larsen (comunicacéo pessoal).
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4.8.1 Processamento dos tecidos

Para as mées e filhotes de 60 dias, amostras de figado, rim e tecido adiposo marrom
(TAM) foram pesadas em balanca digital analitica (25 ou 40 mg do tecido/ml de tampéo), e
assim como as glandulas tireoide e hipdfise, hipotdlamo e hipocampo foram homogeneizados
em tampdo sucrose-DTT (0,25 M sucrose contendo 10 mM DTT ou 20 mM DTT, para
determinacéo da atividade D1 ou D2, respectivamente).

No caso dos filhotes com 21 dias de vidas, primeiro foi testado as quantidades de
proteinas presentes nos homogenatos com diferentes volumes de tamp&o sucrose. Para figado,
rim, TAM, hipocampo e hipotalamo foram utilizados as mesmas quantidades de tecido/ml de
tampé&o que nas maes e filhotes de 60 dias. Para a tireoide, foram utilizadas duas glandulas em
500 ul de tampéo sucrose e para hipofise, foram utilizadas quatro glandulas por 250 ul de
tampé&o sucrose.

Os tecidos foram homogeneizados em potter de vidro imerso em gelo. Os
homogenatos foram armazenados a -70° C até o dia do ensaio. Aliquotas de 30 ul foram
guardadas separadamente a -20° C para dosagem de proteinas (ptn) pelo método de Bradford
(1976), as amostras foram solubilizadas com NaOH 2,5 N pelo menos 30 minutos antes da
dosagem (sempre em duplicata) e a albumina sérica bovina (BSA-Sigma, MO, EUA) foi
utilizada para a construcéo da curva padréo.

4.8.2 Purificacdo do rT3-'*1 ou T4-'#|

Antes da determinacéo da atividade D1 ou D2 em um determinado tecido, o tragador
radioativo foi purificado em virtude do decaimento radioativo e das desiodagdes espontaneas
das iodotironinas marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Para a purificacdo, foi utilizada
uma coluna descartavel de 2 cm de Sephadex™ LH-20 (GE Healthcare Bio-sciences AB) (2
ml de H,O/g de gel seco) para se obter somente o rT3 ([*°I]rTs) ou 0 T4 ([***1]T4) radioativo
(Perkin Elmer Life Sciences, Inc., Boston, MA). Uma aliquota de 70 ul da iodotironina
marcada foi diluida em 12 ml de H,O MilliQ e aplicada a coluna, seguindo de lavagem com 6
ml de H,O MilliQ. O rT3 ou T4 marcado foram eluidos nove vezes com 500 nul de etanol 70
%. O eluato de etanol 70 % contendo a iodotironina foi colhido em nove tubos de vidro, de
onde foram retirados 3ul para contagem da radiacdo gama. Os tubos com mais de 3.000
cpm/3ul foram reunidos e guardados a 4°C em castelo de chumbo, ao abrigo da luz na
geladeira, até o dia seguinte, quando foi realizado o ensaio.

4.8.3 Ensaio de atividade da D1 ou D2
Para dosar a atividade da D1 e da D2 foram adicionadas as substancias descritas
abaixo de acordo com a ordem enumerada:

1) Tampdo PE (100 mM fosfato de s6dio, 1 mM EDTA, pH 6,9) calculado para obter um
volume total de reacdo de 300 pl para D1 ou 360 ul para D2;

2) Ditiotreitol (DTT) 10 mM para D1 ou 20 mM para D2;
3) rT3 frio 1 uM para D1 ou T4 frio 1 nM para D2;

4) O homogenato tecidual (D1: volume calculado para conter 15 pg de proteina de figado e
rim, 30ug de proteina de tireoide e 150 pg de proteina de hipofise; D2: volume calculado para
conter 50 ug de proteina de TAM, 15ug de proteina de hipofise e hipotdlamo, e 150 ug de
hipocampo).
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A adicio de 50 pl (50.000 cpm) do rT3-**°I ou 100 ul (100.000 cpm) do T4-**I em
todos os tubos deu inicio a reacdo. Durante 60 minutos para D1 ou 180 minutos para D2, os
tubos foram incubados a 37° C (x 1° C) em banho maria. Decorrido o tempo de incubacéo, a
reacao foi interrompida colocando-se os tubos em banho de gelo por 5 minutos. Em seguida,
foram adicionados 200 pul de soro fetal bovino (CRIPION BIOTECNOLOGIA LTDA) e 100 pl
de &cido tricloroacético (TCA) 50% para a precipitacdo das proteinas. Os tubos foram
agitados vigorosamente no vortex durante 2 minutos e centrifugados (8000 xg por 3 minutos
em microcentrifuga). Finalmente, 360 ul do sobrenadante foram transferidos para tubos de
contagem para medir a radioatividade no contador gama. A atividade de D1 foi expressa em
picomoles de rT3/ min. mg de ptn, e atividade de D2 em fentomoles de T4/ min. mg de ptn.

4.9 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média. A analise
estatistica empregada na comparacdo dos resultados foi realizada com a utilizacdo do
programa de analises estatisticas Graphpad Prism (Graphpad Software, Inc., San Diego,
USA). Os procedimentos experimentais foram repetidos pelo menos trés vezes. Para analise
do peso corporal das mées foi utilizado ANOVA bivariada, seguido de pos-teste de
Bonferroni. Para analise do peso corporal dos filhotes, peso absoluto e relativo dos tecidos,
T3, T4, corticorterona, D1 e D2 utilizou-se o teste T-Student. As diferengas foram
consideradas significativas quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Maes no 20° dia Gestacional

Para estudar os efeitos agudos da restri¢cao de sono no final da gestacédo, analisamos a
funcdo tireoidiana das mées logo apds 6 dias consecutivos de restricdo de sono.Os resultados
obtidos em relacédo as ratas prenhas controle (C) e restritas de sono (RS) eutanasiadas no 20°
dia gestacional s&o descritos abaixo.

5.1.1 Peso Corporal

No 1° dia, 14° dia e 20° dia do periodo gestacional as ratas prenhas foram pesadas.
Apesar de utilizarem o mesmo protocolo experimental que utilizamos em nosso estudo
(Plataformas Multiplas Modificada), os achados de THOMAL et al. (2010) diferiram dos
nossos resultados. Esse grupo observou diminui¢cdo do ganho de peso corporal no 20° dia
gestacional, nas ratas prenhas restritas de sono em relagdo as ratas controle, enquanto que em
nosso trabalho ndo foram observadas alteracdes significativas do peso corporal no 1° 14° e
20° dia de gestacgéo entre os grupos estudados (Figura 9).

A privacao/restricdo cronica de sono, independente da metodologia utilizada é
conhecida por ativar de sistemas de estresse, aumentando a resposta aos estimulos estressores
(COENEN & VAN LUIJTELAAR, 1985; ANDERSEN et al., 2004; GALVAO et al., 2009),
causando diminuicdo do peso corporal (SUCHECKI et al.,, 1998). Outra caracteristica
observada em ratos privados de sono por um longo periodo (mais de quatro dias) € a
hiperfagia (PATCHEV et al., 1991; SUCHECKI et al., 2003; KOBAN & STEWART, 2006),
que associada a fadiga observada nestes animais, em funcdo da restricdo cronica de sono,
pode conduzir a redugdo da atividade fisica (DINGES et al., 1997; PATEL et al., 2006).
Como dito anteriormente, é sabido que diferentes tipos de estresse produzem perda de peso, e
guanto maior o estimulo, maior a perda de peso. Como em nosso estudo ndo observamos
diminuicdo do peso corporal, podemos falar que o estimulo estressor nao foi tdo nocivo, a fim
de provocar tal diminuicdo.

A grande maioria dos estudos com privacdo de sono (NUNES & TUFIK, 1994,
SUCHECKI et al., 1998, ANDERSEN et al., 2004a e 2005a) causa diminuicdo do peso
corporal, em ratos machos submetidos a privacdo de sono REM (paradoxal) pela Metodologia
das Plataformas Mdltiplas Modificada. Contudo, a restricdo crénica de sono em humanos
(diminuicdo da quantidade de sono por muitas noites consecutivas), pode afetar o equilibrio
energético com diminicdo da tolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina, regulando
positivamente o apetite (diminui¢do de leptina e aumento de ghrelina), diminuindo o gasto
energético, podendo levar ao aumento ou até excesso de peso (SPIEGEL et al., 2005;
KNUTSON, 2007).
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Figura 9: Peso corporal das ratas controle (C, n=7) e restritas de sono (RS, n=11) no 1°, 14° e 20° dia
gestacional.

5.1.2 Peso Absoluto dos Tecidos

Avaliamos o peso absoluto das adrenais, hipdfise e tireoide. Na glandula adrenal
observamos aumento significativo do peso no grupo restrito de sono (RS), quando comparado
ao grupo controle (C). Enquanto gue na glandula tireoide e na hipofise ndo foram observadas
alteracdes significativas do peso absoluto entre os grupos estudados (Figura 10).

RECHTSCHAFFEN et al. (1983) também observaram aumento do peso aboluto da
adrenal ao privar ratos machos por varios dias (5 e 15 dias) através da metodologia de
plataforma giratoria.

O aumento do peso absoluto da adrenal demonstra que a glandula estd sendo
estimulada, em func¢éo da ativacdo do eixo HHA. Isto pode estar ocorrendo em resposta a uma
acdo tréfica do ACTH na gandula adrenal (RACHAMANDRAN et al., 1977), que é reforcada
pelo aumento de ACTH em ratos privados de sono por um longo periodo pelo método de
plataformas multiplas (SUCHECKI et al., 2004).
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Figura 10: Peso absoluto da adrenal, hipofise e tireoide em mg nos grupos de ratas controle (C) e
restritas de sono (RS), no 20° dia gestacional (adrenal: C=84,79 + 4,296, n=7 e RS=99,64 + 4,644,
n=11; hipofise: C=10,13 + 0,4379, n=7 e RS=10,17 + 0,4650, n=10; tireoide: C=12,53 + 1,054, n=7 e
RS=11,75 + 0,8601, n=10). Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=numero total de
ratos. * P<0,05.
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5.1.3 Peso Relativo dos Tecidos

Com relacdo ao peso relativo das adrenais, hipofise e tireoide, ndo detectamos
alteracdes significativas entre os grupos C e RS em nenhum dos tecidos estudados (Figura
11). Nosso trabalho diferiu de COENEN et al. (1985), SUCHECKI et al. (2000) e
ANDERSEN et al. (2004a e 2005a) que fizeram privacdo de sono em machos, e THOMAL et
al. (2010) que utlizaram protocolo idéntico ao nosso; todos observaram aumento do peso
relativo da adrenal, o que pode ser explicado pela diminui¢do do peso corporal observada no
grupo privado ou restrito de sono nesses trabalhos.

Uma explicacdo para o aumento do peso absoluto da adrenal ndo ter sido
acompanhado pelo aumento do peso relativo, é que esse aumento foi em baixa proporgédo
(17,5%), podendo ter sido anulado quando normalizado pelo peso corporal, aléem disso, no
final da gestacdo de ratos, o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) é hiporreativo
(WIGGER et al., 1999; DOUGLAS et al., 2003), assim, apesar da presenca de componente
estressor, pode ndo ser detectado aumento do peso absoluto e/ou relativo na adrenal de ratas
prenhas submetidas a restricdo de sono, ainda mais em nosso estudo, que utilizou a
metodologia das plataformas mdaltiplas modificadapara a restricdo do sono, minimizando
variaveis de estresse como isolamento social e restricdo de movimento.
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Figura 11: Peso relativo da adrenal em mg/g de peso corporal, hipofise e tireoide em pg/g de peso
corporal nos grupos de ratas controle (C) e restrita de sono (RS), no 20° dia gestacional, (adrenal:
C=0,3756 + 0,01057, n=7 e RS=0,3510 + 0,01274, n=11; hipdfise: C=33,38 + 1,356, n=7 e RS=33,46
+ 2,338, n=11; tireoide: C=41,15 + 3,099, n=7 e RS=39,25 + 4,106, n=11). Dados expressos em média
* erro padrdo da média; n=numero total de ratos.

5.1.4 Dosagens Hormonais

Observamos uma diminuicao significativa dosniveis séricos de T4 no grupo de ratas
prenhas restrita de sono (RS) em relacdo ao grupo controle (C). Com rela¢do ao T3 sérico,
ndo foi detectadodiferenca significativa entre os grupos estudados (Figura 12).

Na literatura ndo ha nenhum trabalho que avalie a funcéo tireoidea no caso de uma
perda de sono durante a gestacdo, entdo nosso grupo é o primeiro a relatar diminuicdo de
tiroxinaem ratas prenhas submetidas a restrigdo de sono. Nossos resultadoscorroboram os de
BAUMGARTNER et al.(1986), BERGMANN (1989), EVERSON & REED (1995) e
EVERSON et al. (2004), que utilizaram machos e a metodologia de plataforma giratoria.
Entretanto, nesses estudos em machos de BERGMANN (1989) e EVERSON & REED
(1995), a diminuicdo dos niveis séricos de T4foi acompanhada de diminuigédo significativa
dos niveis séricos de T3, fato que ndo ocorreu em nosso estudo, mas que pode ser plenamente
justificado pelas grandes diferencas de status fisiologico que existe entre machos e fémeas
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prenhas, além das diferencas na duracdo e metodologia utilizada para a privacdo/restricdo de
sono.

Como ndo avaliamos 0s niveis séricos de TSH, ndo sabemos se a diminuicdo dos
niveis de T4 relatada € acompanhada de niveis elevados de TSH, numa tentativa de
restabelecer a normalidade do eixo HHT, ou niveis normais de TSH, como ocorre em outros
casos de privagédo de sono. Apesar do desconhecimento dos valores de TSH, os valores de T3
encontram-se normais, nao acarretando em prejuizos maiores a esses animais (PHAROAH et
al., 1973). Entretanto, em tecidos como os cerebrais, que dependem principalmente do T4
para a disponibilidade de T3, pode haver uma deficiéncia de T3 local, caracterizando
umbhipotireoidismo seletivo (HETZEL, 1994), sem manifestacBes clinicas de hipotireoidismo
no individuo comum todo. Além disso, neste periodo o feto ainda necessita da passagem
transplacentaria de T4 para geragdo de T3 (DE ESCOBAR, 1990), assim, se 0 T4 sérico
materno estiver em baixas concentracfes, o desenvolvimento fetal pode ser afetado e uma
programacéo perinatal desenvolvida.
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Figura 12: Niveis séricos de T4 em pg/dL e T3 em ng/dL nas ratas controle (C) e restritas de sono
(RS), no 20° dia gestacional (T4: C=3,649 + 0,5040, n=7 e RS=2,555 + 0,1621, n=11; T3: C=70,51 £
6,157, n=7 e RS=59,66 + 4,886, n=11). Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=nimero
total de ratos. * P<0,05.

Com relagdo aos niveis séricos de corticosterona, apesar de apresentar tendéncia a
diminuir nas ratas prenhas restritas de sono, essa diferenca ndo foi significativa em relacdo ao
grupo controle (Figura 13).

Este dado é muito interessante, pois demonstra que a restricdo de sono durante o
ultimo terco da gestacdo, ndo estimula o eixo HHA como esperado em uma situacdo de
estresse, assim, a manutencdo dos niveis de corticosterona no final da gestacdo, estdo de
acordo com dados da literatura em ratas prenhas, ou seja, reducéo da atividade do eixo HHA,
pela diminuicdo dos niveis de corticosterona, devido ao aumento de CBG no plasma
(LOHRENZ et al., 1967, WETTERBUERG et al.,, 1979; SANTIAGO et al., 2001;
BRUNTON et al., 2005), reducdo da expressao de RNAm para CRF e vasopressina
(JOHNSTONE et al., 2000) e POMC (precurssor do ACTH) (MA et al., 2005), sendo 0s
niveis plasmaticos matidos durante toda a gestacdo e s6 aumentando no momento do parto
(ATKINSON & WADDELL, 1995). Essas adaptacfes ocorrem a fim de tamponar o estresse e
proteger o cérebro fetal do excesso de glicocorticéides, evitando o risco de programacdo
(WELBERG & SECKL, 2001). Corroborando nosso resultado, em um estudo com mulheres
gravidas, SUZUKI et al. (1993) detectou uma tendéncia ndo significativa de diminui¢do do
ritmo de liberacdo do cortisol em mulheres gravidas que tinham sono de ma qualidade.
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Comparando com estudos em machos, que corroboram o0s nossos resultados,
EVERSON & REED (1995) e RECHTSCHAFFEN & BERGMANN (1995), utilizando a
metodologia da plataforma giratéria e privacdo total ou parcial de sono, ndo detectaram
mudancas nas concentragOes de corticosterona. MEERLO et al. (2002), que fizeram restri¢éo
de sono por oito dias utilizando a metodologia do disco giratorio, e como a nossa, 0S ratos
dormiam quatro horas por dia,também néo foi observado alteraco da corticosterona.

A metodologia de privacdo/restricdo de sono € conhecida por ativar sistemas classicos
de estresse, elevar adrenalina e cortisol (corticosterona em ratos), constituindo um fator de
estresse (KNUTSON, 2007; MEERLO, 2008; GALVAO et al., 2009). Divergindo da idéia de
que a privacdo de sono cause ativacdo do eixo HHA e aumento dos hormonios catabdlicos,
ndo observarmos diminui¢do do peso corporal, nem aumento significativo no peso relativo
das adrenais e nenhuma alteracdo significativa nos niveis de corticosterona; isto pode estar
relacionado com possiveis adaptacfes ocorridas durante a restricdo de sono, associadas a
alteragOes nos sistemas e na reatividade do estresse (FOLKOW, 1989; LOPEZ et al., 1999;
DE KLOET et al., 2005; HENSLER, 2006; NOVATI et al., 2008), como ocorre no momento
do parto, quando apesar de haver aumento de ACTH e corticosterona, o eixo HHA ¢é inibido
(WIGGE et al., 1993; DOUGLAS et al., 2003). Apds a ativacdo do sistema de estresse, alcas
de feedback sdo acionadas rapidamente em varios niveis do sistema (isto é, a partir da
glandula adrenal para o regibes do hipotdlamo e outras regides cerebrais, tais como o
hipocampo e cortex frontal), com a finalidade de desativaro eixo HHA e restabelecer o set
point homeostatico (LUPIEN et al., 2009).

Entretanto, apesar da hiporreatividade do eixo HHA no parto, ndo exclui este processo
de ser um estressor. Em situacBes que ocorre dificuldades na evolucdo do trabalho de parto
podem constituir estimulo ao eixo HHA (WIGGER et al., 1999). A privacao/restricdo de
sonom é conhecida causar fadiga (MELTZER & MINDELL, 2007) e alteracbes hormonais
(BERGMANN et al., 1989; EVERSON & CROWLEY, 2004), que poderiam tornar o parto
estressante, estimulando consequentemente o eixo HHA (WIGGER et al., 1999; DE KLOET
et al., 2005).
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Figura 13: Niveis séricos de corticosterona em ng/ml nas ratas controle (C: 228,4 + 28,78, n=5 e
restritas de sono (RS: 151,8 + 22,06, n=9), no 20° dia gestacional. Dados expressos em média + erro
padrdo da média; n=ntmero total de ratos.
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5.1.5 Desiodase Tipo 1 (D1)

A atividade desiodase tipo 1 foi avaliada no figado, rim e tireoide de maes controle (C)
e restrita de sono (RS), no 20° dia gestacional, ndo sendo observadas alteracGes significativas
na atividade D1 em nenhum dos tecidos estudados (Figura 14). Isto nos mostra que a
desiodacdo periférica de D1 ndo foi recrutada para aumentar os niveis plasmaticos de T3,
mantendo as concentracfes de T3 normais.

Apesar do importante papel da D1 na regulagéo do sistema tireoideo, nenhum trabalho
da literatura estudou a atividade desta enzima na privacdo/restricdo de sono. No0ssos
resultados sugerem que a restricdode sono por 20h, durante 6 dias, no final da gestacdo, néo
afeta 0 T3, mas provoca nas maes diminuicdo do T4 sérico, o que éindependente da atividade
D1 pois esta encontra-se normal no figado, rim e tireoide, assim parece ser um mecanismo
central, provavelmente regulacdo direta do eixo HHT, que gera menor sintese e/ou secre¢do
de T4; sendo assim, avaliar TRH e TSH, além da resposta hipofisaria ao TRH, torna-se muito
importante em nosso trabalho.
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Figura 14: Atividade desiodase tipo 1 no figado, rim e tireoide de ratas controle (C) e restritas de sono
(RS), no 20° dia gestacional, expressa em pmoles rT3/min.mg.ptn (figado: C=63,89 + 5,418, n=7 e
RS=78,14 + 6,499, n=11; rim: C=71,11 + 3,911, n=6 e RS=78,20 + 5,318, n=10; tireoide: C=125,3 +
6,864, n=7 e RS=109,1 + 9,449, n=10). Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=nimero
total de ratos.

5.1.6 Desiodase Tipo 2 (D2)
A atividade desiodase tipo 2 foi avaliada no tecido adiposo marrom (TAM), hipdfise,
hipotdlamo e hipocampo nos grupos de mées controle (C) e restrita de sono (RS), sendo

observado um aumento significativo da atividade D2 no TAM, entretanto, ndo encontramos
alterac@es na hipofise, hipotdlamo e hipocampo (Figura 15).
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O aumento significativo da atividade D2 no TAM corrobora SILVA et al. (1984),
SILVA & LARSEN (1986) e BALZANO et al. (1990), que utilizaram a metodologia da
plataforma giratoria para a privacao de sono em machos. O aumento da D2 no TAM seria a
provavel explicacdo para a manutencdo dos niveis séricos de T3 normais, indicando que um
mecanismo periférico é acionado em situacdes de baixa de T4, isto ficou bem claro no
trabalho de BALZANO et al. (1990), que observaram um aumento de 100 vezes no TAM de
ratos privados de sono. Entretanto, GIRALT et al. (1986), observaram em ratas prenhas
saudaveis no 20° dia gestacional, diminuicdo da atividade D2 no TAM quando comparadas
com ratas virgens.

Com relacdo a atividade D2 na hipofise, nossos resultados corroboram os de
BALZANO et al. (1990), em machos e com privacdo de sono total, onde ndo foram
observadas alteracGes significativas na atividade D2. Também n&do encontramos alteracbes
significativas da atividade D2 no hipotalamo e no hipocampo, dado inédito da literatura e bem
interessante, pois indica que a regulacdo da D2 é a mesma para trés diferentes tecidos centrais,
isto €, a restricdo de sono no final da gestacdo ndo afeta a D2 centralmente, apenas aumenta
sua atividade perifericamente (no TAM).

Como nédo observamos alteracdes da atividade D1 e detectamos niveis de T3 normais,
parece que a restricdo de sono nas ratas prenhas diminui o T4 por causa de uma menor
secrecdo deste hormdnio pela tireoide, e ainda podemos afirmar que a responsavel pela
manutencdo dos niveis de T3 normais ¢ a atividade D2, tendo em vista 0 aumento observado
no TAM. Esta relacdo também foi observada por GIRALT (1986) e por FERNADEZ (1987),
que colocou 0 TAM como fonte principal de T3 perifericamente em ratos expostos ao estresse
por frio agudo.
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Figura 15: Atividade desiodase tipo 2 no TAM, hipdfise, hipocampo e hipotalamo de ratas controle
(C) e restritas de sono (RS), no 20° dia gestacional, expressa em fmoles T4/min.mg.ptn (TAM:
C=0,3414 + 0,06408, n=7 e RS=0,6450 + 0,1619, n=10; hipofise: C=0,7817 + 0,1265, n=6 e
RS=0,7045 + 0,09792, n=11; hipocampo: C=0,4786 + 0,07265, n=7 e RS 0,3958 + 0,03872, n=12;
hipotalamo: C=0.8500 + 0.1404, n=6 e RS=0,9227 + 0,1329, n=11).Dados expressos em média erro
padrdo da média ; n=nimero total de ratos. * P<0,05.

5.2 Mées no Desmame dos Filhotes

Para estudar os efeitos cronicos da restricdo de sono no final da gestacéo, analisamos a
funcdo tireoidiana das maes 21 dias ap6s o nascimento dos filhotes, no momento do
desmame.

Com relacdo as mées controle (C) e restritas de sono (RS) que foram permitidas parir
normalmente e permaner com os filhotes até o desmame, obtivemos os resultados descritos
abaixo.

5.2.1 Peso Corporal

O peso corporal das ratas prenhas controle (C) e restritas de sono (RS) foi avaliado no
1° dia, 14° dia, 20° dia gestacional e no21° dia apos o nascimento dos filhotes (desmame). N&o
foram observadas alteracOes significativas no peso corporal em nenhum dos momentos
avaliados nos grupos de mées C e RS (Figura 16). Esses resultados deixam claro que a
restricdo de sono no final da gestacdo ndo tem nenhum efeito no peso corporal dessas ratas 21
dias depois do nascimento de seus filhotes.
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Figura 16: Peso corporal de ratas controle (C, n=4) e restritas de sono (RS, n=6) no 1°, 14°, 20° dia
gestacional e no dia do desmame dos filhotes.

5.2.2 Peso Absoluto dos Tecidos

Com relacdo ao peso absoluto das adrenais, hipofise e tireoide, ndo observamos
diferencas significativas entre os grupos de mées C e RS estudados (Figura 17). Assim como
discutido para o peso corporal, a restricdo de sono em ratas prenhas, além de ndo afetar o peso
corporal, também ndo afeta o peso absoluto das glandulas adrenal, tireoide e hipdfise, 21 dias
apos o final da gestacéo.
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Figura 17: Peso absoluto da adrenal, hipo6fise e tireoide expresso em mg em ratas controle (C) e
restritas de sono (RS) que permaneceram com os filhotes até o desmame (adrenal: C=82,44 + 3,523,
n=8 e RS=88,56 * 6,534, n=9; hipdfise: C=11,04 + 0,3950, n=8 e RS=10,56 + 0,3516, n=10; tireoide:
C=13,03 £ 0,6662, n=8 e RS 12,22 + 0,8011, n=10). Dados expressos em média * erro padrdo da
média; n=numero total de ratos.
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5.2.3 Peso Relativo dos Tecidos

Com relacdo ao peso relativo dos tecidos, observamos aumento significativo do peso
relativo da adrenalno grupo restrito de sono (RS) em relacdo ao grupo controle (C) das mées
que permaneceram com os filhotes até o desmame. N&o foram observadas diferencas
signifivativas nos pesos relativos da hipofise e tireoide entre as ratas C e RS (Figura 18).

Como o peso corporal das ratas C e RS ndo sao diferentes, o peso relativo da adrenal
se torna muito confiavel. O aumento do peso relativo da adrenal, 21 dias ap6s o nascimento
dos filhotes, em ratas que foram restritas de sono durante a gestacdo, é semelhante ao
observado em ratos apds um longo periodo de privacdo e apresentam-se em estado de
morbidade avancada. Isto mostra que alteracbes morfoldgicas como consequéncia da restri¢éo
de sono podem ser encontradas muitos dias ap6s o periodo de restri¢cdo, denotando efeitos
crénicos (EVERSON, 1995). Existe a hipdtese de que a privacdo de sono induz efeitos que se
enquadrariam na sindrome de adaptacdo generalizada de SELYE (1950). De acordo com esta
sindrome, mudancas corporais que sao tentativas de reagir, resistir e se adaptar a
circunstancias avassaladoras, entretanto estas mudangas podem causar reacOes adversas,
tornando-se insuficientes para o equilibrio, podendo até terminar em morte (SELYE, 1950).
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Figura 18: Peso relativo da adrenal expresso em mg/g de peso corporal, hipéfise e tireoide em pg/g de
peso corporal em ratas controle (C) e restritas de sono (RS) que permaneceram com os filhotes até o
desmame (adrenal: C=0,3017 + 0,008310, n=8 e RS=0,3355 + 0,02142, n=9; hipofise: C=40,55 *
1,506, n=8 e RS=40,68 + 1,446, n=10; tireoide: C=48,01 + 2,959, n=8 e RS=47,07 + 3,516, n=10).
Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=nimero total de ratos.* P<0,05.

5.2.4 Dosagens Hormonais

Com relacdo aos niveis séricosde T4 e T3 das mées que permanecerem com os filhotes
até o desmame, observamos nas ratas RS uma diminuicdo sinificativa dos niveis de T4, como
ocorrido no grupo das mées eutanasiadas no 20° dia gestacional, e apesar de tender a diminuir,
o T3 ndo diferiu de forma significativaentre os grupos C e RS (Figura 19). Para
comprovarmos que o T3 realmente ndo diminui nas maes RS, é necessario aumentar o numero
de animais neste grupo, que foi reduzido (n=4) e pode entdo explicar a falta de diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados.

E interessante ressaltar que a diminuicdo dos niveis séricos de T4, observada no 20°
dia gestacional de ratas prenhas restritas de sono, se mantem 21 dias apds o nascimento dos
filhotes, sugerindo um efeito crénico ou até mesmo irreversivel da restricdo de sono sobre a
func&o tireoidea, que pode levar aconsequéncias prejudiciais a mée e ao filhote ainda em fase
de lactacéo.
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Figura 19: Niveis séricos de T4, expresso em ug/dL e T3, expresso ng/dL em méaes contole (C) e
restritas de sono (RS) que permaneceram com os filhotes até o desmame (T4: C= 4,186 + 0,4688, n=5
e RS=2,540 + 0,3944, n=4; T3: C=58,96 + 8,438, n=5 e RS=41,21 + 2,744, n=4). Dados expressos em
média + erro padrdo da média; n=ndmero total de ratos.* P<0,05.

Com relacdo aos niveis séricos de corticosterona, ndo observamos alteracOes
significativas entre as ratas controle (C) e restritas de sono (RS) eutanasiadas no momento do
desmame (Figura 20).

No rato, a responsividade do eixo HHA ao estresse € progressivamente atenuado ao
final da gestacdo, manifestando-se entre os dias 10-15 de gestacdo, sendo mantido durante a
lactacdo até o desmame pela presenca ou succdo dos filhotes (WINDLE et al.,, 1997;
WALKER et al., 2001). Como dito anteriormente, essa adaptacdo ocorre para amortecer o
impacto do estresse e reduzir a exposicao fetal e da prépria rata ao excesso de glicocorticdides
(WEINSTOCK, 1997). Mesmo estressores psicoldgicos de imobilizacdo (DA COSTA et al.,
1996) e labirinto em cruz elevado (NEUMANN et al., 1998), fisicos, como desafio
imunologico (BRUNTON et al., 2005), e a natacdo forcada (NEUMANN et al., 1998), ndo
foram capazes de aumentar a secrecdo de ACTH e corticosterona. Além disso, durante a
lactacdo, o estimulo a secrecdo de ocitocina € reduzido em resposta ao estresse fisico
(CARTER & LIGHTMAN, 1987; WALKER et al., 1995) e estimulado apds o estresse
hiperosmotico ou farmacologico (PATEL et al., 1991; NEUMANN et al., 1995a).

Como observamos aumento do peso relativo da adrenal, provavelmente esta havendo
alguma estimulacdo do eixo hipotalo-hipofise-adrenal, entretanto o organismo destas maes,
como nas ratas eutanasiadas no 20° dia gestacional dos filhotes, parece ter desenvolvido um
mecanismo adaptativo para bloquear os efeitos nocivos do excesso de glicocorticoides ndo
afetarem negativamente os filhotes.
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Figura 20: Niveis séricos de corticosterona de mées controle (C) e restritas de sono (RS) que
permaneceram com os filhotes até o desmame, expressos em ng/ml (C=193,7 + 17,41, n=4 ¢
RS=202,4 + 22,32, n=3). Dados expressos em média = erro padrdo da média; n=nimero total de ratos.

5.2.5 Desiodase Tipo 1 (D1)

A atividade desiodase tipo 1 foi avaliada no figado, rim, tireoide e hip6fise em maes
controle (C) e restrita de sono (RS) que permaneceram com os filhotes até o desmame.
Observamos diminuicdo significativa da atividade D1 no figado e na hipéfise, e aumento da
atividade D1 no rim, sem alteracdo desta na tireoide (Figura 21), resultados bem diferentes do
observado em mées eutanasiadas no 20° dia gestacional, pois ndo observamos qualquer
alteracdo significativa. A partir desses resultados, podemos sugerir que cronicamente os HTs
passam a regular positivamente a D1 hepdtica e hipofisaria, como esperado, 0 que resulta em
diminuicdo dessas atividades21 dias apds o nasciemento dos filhotesnas ratas RS; ja a D1
renal aumentada pode ser um mecanismo compensatorio de desiodacdo periférica,
contribuindo para o T3 sérico normal.

Com relagdo a atividade D1 no figado, nossos dados sdo semelhantesaos de
BALZANO et al. (1990), que relataram diminui¢do da atividade D1 no figado ao privar de
sono ratos machos utilizando a metodologia da plataforma giratoria. Nosso dados também
foram semelhantes aos de KAHL et al. (1987), que demonstraram diminuicédo da atividade D1
hepética, acompanhada de reducdo de T4 e T3 em ratas lactantes, quando comparadas com
ratas ndo lactantes. JACK et al. (1994) demonstraram uma forte relacdo inversa entre a
intensidade de lactacdo e os niveis de HTs, e a atividade D1 hepética, ou seja, quanto maiores
0os HTs, menor a atividade D1 hepatica. Isto ndo foi visto em nosso trabalho, onde
observamos diminuicdo de T4 e da atividade D1 hepética.
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Figura 21: Atividade desiodase tipo 1 no figado, rim, tireoide e hipdfise de ratas controle (C) e
restritas de sono (RS) que permaneceram com os filhotes até o desmame, expressa em pmoles
rT3/min.mg.ptn (figado: C=41,89 + 18,98, n=8 e RS=26,58 + 7,255, n=10; rim: C=52,32 + 6,008, n=8
e RS=77,13 £+ 15,56, n=9; tireoide: C=112,1 *+ 13,30, n=8 e RS=96,96 + 11,06, n=9; hipdfise: C=2,692
+ 0,7712, n=5 e RS=2,117 + 0,2129, n=6). Dados expressos em média + erro padrdo da média;
n=numero total de ratos. *P<0,05.

5.2.6 Desiodase Tipo 2 (D2)

Com relacdo a atividade desiodase tipo 2 no TAM e hipocampo de ratas que
permaneceram com os filhotes até o desmame, apesar da aparente tendéncia em diminuir, a
atividade D2 no TAM néo ¢ significativamente diferente entre os grupos C e RS, assim como
a atividade D2 no hipocampo que também ndo sofre alteracfes (Figura 22). Em virtude de um
baixo nimero de animais (RS=3 e C=4), esses resultados de atividade D2 precisam ser
confirmados.

Nosso achado de ndo modulacdo da atividade D2 no TAM de ratas RS 21 dias ap6s 0
nascimento dos filhotes, mesmo com T4 baixo, sugere que cronicamente, outros fatores que
ndo aumento da D2 em tecido periférico, pode estar contribuindo para a manutencao do T3
sérico nessas ratas, podemos pensar até mesmo em uma participacdo da maior atividade D1
renal.
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Figura 22: Atividade desiodase tipo 2 no tecido adiposo marrom (TAM) e hipocampo de ratas
controle (C) e restritas de sono (RS) que permaneceram com os filhotes até o desmame, expressa em
fmoles T4/min.mg.ptn (TAM: C=0,4600 £ 0,06819, n=4 e RS=0,2333 + 0,04842, n=3; Hipocampo:
C=0,2325 + 0,02136, n=4 e RS=0,2833 £ 0,09770, n=3). Dados expressos em média + erro padrdo da
média; n=nUmero total de ratos.

5.3 Filhotes Machos com 21 Dias de Vida

Com relacédo ao estudo da prole, avaliamos a funcéo tireoidiana em filhotes ainda pre-
pUberes (21 dias de vida), machos e fémeas, de mées submetidas a restricdo de sono.

Os dados abaixo sdo referentes aos filhotes machos de 21 dias de idade das mées
controle (C) e restritas de sono (RS) que foram permitidas parir livremente.

5.3.1 Peso Corporal dos Filhotes Machos com 21 Dias

Ao avaliarmos o peso corporal dos filhotes machos aos 21 dias de vida, observamos
diminuicdo significativas entre os filhotes machos das fémeas restritas de sono (RS) quando
comparados aos filhotes machos controle (C).

Em mamiferos, o aumento da atividade do eixo HHA é conhecido por ser responsavel
pelo retardo do crescimento fetal (Phillips et al., 1998) e baixo peso ao nascer (Seckl, 2001).
LESAGE et al (2004) e MAIRESSE et al (2007a), observaram diminuicdo do peso corporal
em filhotes machos de mées que sofreram estresse pré-natal de contecdo na ultima semana
gestacional. Apesar de ndo avaliarmos o peso corporal no nascimento, 0 menor peso corporal
dos filhotes machos RS é provavelmente é reflexo de baixo peso corporal ao nascer e nao
recuperacdo do peso corporal até os 21 dias de vida, ou por diminui¢do do peso corporal do
nascimento até os 21 dias de vida.
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Figura 23: Peso corporal de filhotes machos aos 21 dias de vida de mées controle (C) e restritas de
sono (RS) expresso em g (C=35,63 + 2,442, n=8 e RS=27,44 + 1,420, n=16). Dados expressos em
média + erro padrdo da média; n=ndmero total de ratos. **P < 0,05.

5.3.2 Peso Absoluto dos Tecidos

Com relacdo ao peso absoluto dos tecidos, observamos aumento significativo da
tireoide e diminuicdo significativa da adrenal nos filhotes de mées restritas de sono (RS),
guando comparados com os filhotes das maes controle (C). Ndo foram observadas diferencas
na hipdfise entre os grupos estudados (Figura 24).

OBREGON et al. (1991), ao estudarem filhotes de ratas que receberam dieta pobre em
iodo, detectaram hipertrofia da tiroide fetal, entretanto essa avaliagdo foi somente
observacional, além disso, houve aumento do peso absoluto da tireoide apds o nascimento até
0 28° dia de vida (tempo do experimento), o que corrobora nossos resultados e nos sugere que
esse aumento de peso da tireoide nos filhotes machos pode ser resultado de um programacéo
perinatal, j& que maes submetidas a restricdo de sono apresentaram baixos niveis de T4 sérico.

Como em nosso estudo, LESAGE et al. (2004) e MAIRESSE et al. (2007a), ao
submeterem ratas prenhes ao estresse de conte¢do na Gltima semana gestacional, observaram
diminuicdo do peso absoluto da glandula adrenal no filhote macho no dia do nascimento. Essa
atrofia adrenal, provavelmente é uma adaptacéo a superexposicdo aos glicocorticoides fetais,
para atenuar os niveis elevados de glicocorticéides.
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Figura 24: Peso absoluto da adrenal, hipofise e tireoide em filhotes machos de 21 dias de vida, de
méaes controle (C) e restritas de sono (RS), expresso em mg (adrenal: C=12,90 + 2,135, n=7 e
RS=10,88 * 0,7075, n=12; hipdfise: C=1,800 £ 0,1832, n=8 e RS=1,388 + 0,1080, n=16); tireoide:
C=2,917 + 0,1249, n=6 e RS=3,271 * 0,2378, n=14). Dados expressos em média + erro padrdo da
média; n=nUmero total de ratos. *P < 0,05.

5.3.3 Peso Relativo dos Tecidos

Ao analisarmos o peso relativo da adrenal, hipofise e tireoide, observamos um
aumento significativo do peso relativo da tiroide, enquanto que ndo foram detectadas
alteracdes significativas no peso relativo da adrenal e da hipdfise nos grupos estudados
(Figura 25).

A diminuicdo do peso absoluto da adrenal, provavelmente, foi um resultado néo real
causado por animais com menor peso corporal, tanto que quando é calculado o peso relativo
da adrenal ndo encontramos alteracdes significativas, assim, filhotes machos de 21 dias de
idade de ratas RS ndo aprentam alteracdo no peso da adrenal. O aumento significativo do peso
relativo da tireoide complementa e confirma nossa suposi¢dao de programacado perinatal, que
resulta em aumento desta glandula como consequéncia da exposi¢cdo aos baixos niveis de T4
durante o final da gestacao.
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Figura 25: Peso relativo da adrenal expresso em mg/g de peso corporal, hipdfise e tireoide, expressas
em pg/g de peso corporal nos filhotes machos de 21 dias de vida, de mées controle (C) e restritas de
sono (RS) (adrenal: C=0,3675 + 0,05825, n=7 e RS=0,4085 + 0,02960, n=14; hiptfise: C=46,99 +
4,768, n=7 e RS=50,30 + 2,535, n=16; tireoide: C=81,00 + 9,562, n=7 e RS=115,9 + 7,040, n=15).
Dados expressos em média + erro padao da média; n=numero total de ratos. ** P<0,01.
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5.3.4 Dosagens Hormonais

Observamos aumento significativo dos niveis sericos de T4 nos filhotes machos de
mdes restritas de sono (RS), em relacdo aos filhotes de mdes C. Com relagdo aos niveis
séricos de T3, ndo foram observadas alteracdes significativas entre os grupos de filhotes
(Figura 26).

Em casos de deficiéncia de lodo, ocorre hiperplasia da glandula tireoide, diminuicéo
dos niveis de T4 e consequente aumento da razdo T3/T4, independentemente do TSH,
ocorrendo mesmo em animais hipofisectomizados (CHAPMAN, 1941; HALMI & SPIRTOS,
1955). Em um estudo de ELTOM et al. (2001) em uma area de deficiéncia de lodo na Africa,
foi feita uma comparacao entre os niveis de T4 das maes no momento do parto e dos recém-
nascidos, sendo observado aumento do T4 sérico nos neonatos, com um nivel de significancia
de P < 0,0001. Ao avaliarmos o T4, também detectamosaumento do T4 nos filhotes machos
de 21 dias das mées RS, com este mesmo valor de P ao compararmos comfilhotes de maes C.

OBREGON et al. (1991) observaram que fetos de fémeas alimentadas com uma dieta
pobre em lodo (LID) apresentaram aumento constante dos nives de T4 e T3, proveniente da
glandula tireoide, desde o periodo fetal até o 28° dia pds-natal. J& em mdes com dieta pobre
em lodo que receberam suplementacdo de Kl na &gua de beber (OID), os fetos nédo
apresentaram alteracGes nos niveis de T4 e T3, mas houve aumento de T3 e T4 no 4° dia de
vida, chegando ao aumento méaximo de T3 aos 21 dias de vida e de T4 aos 28. Apesar do
aumento de T3 e T4 nos filhotes LID, sempre foi menor que nos OID. Com relacdo as
concentragcOes séricas de T4, os animais 10D apresentaram valores maiores que 0s animais
LID a partir do 4° dia pés-natal até o 28° (periodo experimental avaliado). Os niveis
plasméticos de T3 foram semelhantes em ambos 0s grupos, com apenas um pequeno aumento
detectado. O aumento dos niveis de T4 e T3 nos filhotes OID se deve ao aumento da captacao
de lodo pela tireoide e glandula maméria das ratas (LINO & GREER, 1961) e durante a
amamentacdo o lodo fica disponivel para o feto através do leite (POTTER et al., 1959;
VERMIGLIO et al., 1991), e nos filhotes OID e LID deve-se ao acimulo de T4 e T3 na
glandula pela estimulagéo do TSH.

Em nosso estudo, as alteracfes nos niveis de T4 séricos sinalizam que, modificacdes
hormonais ocorridas durante a restricdo de sono nas ratas prenhas ou em algum periodo no
periodo pos-natal causou alteracdo da regulacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-tireoide (HHT)
de sua prole, caracterizado por elevados niveis de T4 nos filhotes machos, sendo reforcado
pelo aumento significativo do peso absoluto e relativo da glandula tireoide desses animais.
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Figura 26: Niveis séricos de T4 expresso em pg/dL, e niveis séricos de T3 expressos em ng/dL, da
prole do sexo masculino com 21 dias de vida, de ratas controle (C) e restritas de sono (RS) (T4:
C=4,120 + 0,2911, n=4 e RS=7,183 + 0,8570, n=3; T3: C=100,2 + 3,295, n=4 e RS=97,81 + 11,12,
n=3). Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=ntmero total de ratos. * P<0,05.

Com relagdo aos niveis séricos de corticosterona, observamos um aumento
significativo no grupo dos filhotes de méaes restritas de sono (RS) em relacao aos filhotes de
maes controle (C) (Figura 27). Em roedores, as duas primeiras semanas de vida s&o
conhecidas por um periodo de hiporresponsividade do eixo HHA (LEVINE, 1994), sendo
mantida principalmente pelos cuidados maternos. Em criangas, pode existir uma comparavel
hiporreatividade que se estende na maior parte da infancia (GUNNAR & CHEATHAM,
2003). Dessa forma, correlacionando com nosso resultado, parece que a restricdo de sono no
final da gestacéo afeta essa hiporresponsividade do eixo HHA presente nas primeiras semanas
de vida, inibindo-a em ratos.

A vida perinatal, primeira infancia e a infancia sdo os periodos de maior plasticidade
para o0 sistema de estresse e sdo, portanto, particularmente sensiveis aos estressores. Estes
estressores durante estes periodos criticos da vida, podem afetar fungdes comportamentais e
fisioldgicas, tais como crescimento, metabolismo, reproducéo e resposta imune/inflamatéria
(SECKL, 2001). As concentracdes de corticosterona elevadas, que encontramos nos filhotes
de mées que foram restritas de sono, assemalham-se a de animais que sofreram exposi¢do pré-
natal a glicocorticoides sintéticos (dexametasona) na ultima semana de gestacdo (LEVITT et
al., 1996). Em criancas, o estresse e ansiedade materna pré-natal tém sido associados com
aumento da atividade basal do eixo HHA de sua descendéncia aos 6 meses, 5 e 10 anos de
idade (LYONS-RUTH et al., 2000; GUTTELING et al., 2005; O’CONNOR et al., 2005).

Em nosso estudo, apesar de ndo observamos alteracdes significativas nos niveis de
corticosterona nas ratas prenhas RS no 20° dia gestacional ou naquelas que permaneceram
com os filhotes e foram analisadas no dia do desmame, parece que de algum modo a restricdo
de sono na mée afetou o eixo HHA dos filhotes machos de 21 dias, causando elevados niveis
de corticosterona nesses animais. As ratas prenhas como animais em geral que sdo
submetidosa restricdo de sono passam por quadro de fadiga (MELTZER & MINDELL,
2007), depressédo perinatal (GOYAL et al., 2009; CHANG et al.,, 2010) e alteracOes
hormonais que poderiam tornar o parto mais dificil, demorado, estressante, e
consequentemente estimular a atividade do eixo HHA (WIGGER et al., 1999; DE KLOET et
al., 2005). Além disso, o aumento das concentracfes de catecolaminas de origem materna
levara a constriccdo de vasos sanguineos placentarios podendo levar a hipdxia fetal
(OHKAWA et al., 1991), que por sua vez ira ativar o eixo HPA fetais (CHALLIS et al.,
2000).
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Humanos e roedores sdo dependentes de cuidados maternos durante as primeiras fases
da vida, e estressores que envolvem a falta de cuidado parental podem induzir uma resposta
de estresse (GUNNAR & CHEATHAM, 2003), por isso, postulou-se que a restricdo de sono
durante a gestacdo poderia levar a uma deficiente relacdo mée-bebé, com déficit dos cuidados
maternos, surgindo mais um componente estressor, contudo, isso ndo foi observado por
PIRES et al., (2012). Esses gatilhos ambientais podem nédo ter um efeito passageiro, mas sim
permanente sobre o organismo (BARKER, 1995), alterando o set-point de funcbes
fisiologicas na idade adulta, e no caso do nosso trabalho, isso parece acontecer em filhotes
ainda pré-puberes (21 dias de idade).

A hiper-ativacéo cronica do eixo HHA ¢ associada com a supressdo do crescimento,
reproducdo e secrecdo dos HTs, tornando os individuos vulneraveis a doencas como
obesidade, hipertiroidismo e diabetes mellitus (PASQUALLI et al., 2006), além de diminuir a
sensibilidade do receptor glicocorticdide (SAPOLSKY et al., 2000). Mesmo que os filhotes
machos de mées RS do nosso estudo ndo desenvolvam quaisquer dessas patologias, a longo
prazo, a hipersecrecdo de T4 e corticosterona poderiam comprometer a regulacdo do eixo
hipotalamo-hipofise, tornando a hipdfise insensivel a estimulacdo tireoidiana pelos HTs
(resisténcia ao HT) e pelos glicocorticoides, o que pode ser prejudicial ao organismo.
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Figura 27: Niveis séricos de corticosterona expresso em ng/ml, em filhotes machos com 21 dias de
vida, de mées controle (C) e restritas de sono (RS) (C=155,9 £ 3,175, n=3 e RS=198,6 + 52,25, n=3).
Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=ntmero total de ratos. **P < 0,01.

5.3.5 Desiodase Tipo 1 (D1)

A atividade desiodase tipo 1 (D1) foi avaliada no figado, rim, tireoide e hipéfise dos
filhotes machos de 21 dias de mées controle (C) e restrita de sono (RS) que pariram
livremente. Ndo observamos alteracdo significativa da atividade D1 em nenhum dos tecidos
estudados (Figura 28), 0 que é muito interessante, pois sugere que o aumento de T4 sérico
encontrado nesses animais independe da participacdo da D1 na metabolizacdo das
iodotironinas, sendo, provavelmente, esse aumento de tiroxinaresultado de maior
sintese/liberacdo pela tireoide e/ou diminuicdo da atividade D2, que futuramente serd
analisada pelo nosso grupo.
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Figura 28: Atividade desiodase tipo 1 no figado, rim e tireoide, expressa em pmoles rT3/min.mg de
ptn, de filhotes machos com 21 dias de vida, de mdes controle (C) e restritas de sono (RS) (figado:
C=104,3 + 12,40, n=6 e RS= 90,42 + 5,310, n=15; rim: C=76,44 + 10,84, n=7 e RS=72,31 + 6,426,
n=20; tireoide: C=100,3 £ 17,85, n=4 e RS=103,7 + 4,618, n=9). Dados expressos em média + erro
padrdo da média; n=ntmero total de ratos.

5.4 Filhotes Fémeas com 21 Dias de Vida

Os dados abaixo sdo referentes as filhotes fémeas de 21 dias de vida, das maes
controle (C) e restritas de sono (RS) que foram permitidas parir livremente.

5.4.1 Peso Corporal de Filhotes FéEmeas com 21 Dias

Ao avaliarmos o peso corporal de filhotes fémeas aos 21 dias, ndo observamos
diferengas significativas entre as filhotes fémeas das ratas, controle (C) e restritas de sono
(RS). Este dado das fémeas é diferente do observado em machos da mesma idade de mées RS,
sinalizando a existéncia de uma relacdo sexo-especifica entre os filhotes de 21 dias.

LESAGE et al. (2004), ao submeter ratas prenhas ao estresse de contencéo,
observaram diminuicdo do peso corporal nos filhotes fémeas destas mdes. BRUNTON &
RUSELL, ao submeterem ratas prenhes ao estresse social pré-natal, também observaram
diminuicdo de peso corporal em filhotes fémeas no dia do nascimento. Ndo sabemos se nossas
fémeas RS apresentaram baixo peso ao nascer, entretanto, se tal fato ocorreu, as fémeas apos
21 dias conseguiram aumentar o peso corporal, equiparando-se as fémeas C, diferentemente
dos machos RS, que ndo conseguiram normalizar o peso corporal com o grupo C.

64



40

S—— S——
o 30
S
o 20-
w
@
B 4o
|] T 1

Figura 29: Peso corporal de filhotes fémeas aos 21 dias de vida, de mées controle (C) e restritas de
sono (RS) expresso em g (C=31,93 + 1,572, n=15 e RS=31,92 + 1,508, n=13). Dados expressos em
média + erro padrdo da média; n=numero total de ratos.

5.4.2 Peso Absoluto dos Tecidos

Ao avaliar o peso absoluto da adrenal, hipofise e tiroide em filhotes fémeas com 21
dias de vida das maes C e RS, ndo observamos diferengas significaticas entre 0os grupos em
nenhum dos tecidos estudados (Figura 30).
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Figura 30: Peso absoluto da adrenal, hip&fise e tireoide dos filhotes fémeas com 21 dias de vida, de
mées controle (C) e restritas de sono (RS), expresso em mg. (adrenal: C=11,59 + 0,9682, n=15 e
RS=11,52 + 0,8896, n=13; hipdfise: C=2,008 + 0,1323, n=12 e RS=1,769 + 0,1200, n=13; tireoide
C=3,846 + 0,2385, n=13 e RS=4,585 + 0,2689, n=13). Dados expressos em média + erro padrdo da
média; n=nUmero total de ratos.

5.4.3 Peso Relativo dos Tecidos

Ao avaliarmos o peso relativo da adrenal, hipdfise e tireoide em filhotes fémeas com
21 dias de vida de mées C e RS, também ndo observamos diferencas significaticas entre 0s
grupos em nenhum dos tecidos analisados (Figura 31). Relatamos que em filhotes machos da
mesma idade, a restricdo de sono materna aumentou de forma significativa o peso relativo da
tireoide, assim, fica claro, que pelo menos a alteracdo morfoldgica desta glandula, é diferente
entre 0S Sexos.
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Figura 31: Peso relativo da adrenal, expresso em mg/g de peso corporal, hipdfise e tireoide, expressos
em po/g de peso corporal em filhotes fémeas de 21 dias de vida, de maes controle (C) e restritas de
sono (RS) (adrenal: C=0,3840 + 0,01963, n=14 e RS=0,3570 + 0,01582, n=13; hipdfise: C=59,47 +
6,874, n=13 e RS=57,11 + 4,531, n=13; tireoide: C=127,5 + 8,024, n=14 e RS=148,0 + 11,42, n=13).
Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=nUmero total de ratos.

5.4.4 Desiodase Tipo 1 (D1)

Ao estudarmos a atividade D1 no figado, rim e tireoide defilhotes fémeas com 21 dias
de vida de maes que foram restridas ou ndo de sono, ndo observamos diferencas significativas
entre os grupos em nenhum desses tecidos (Figura 32), igualmente ao observado nos filhotes
machos da mesma idade. Como ndo avaliamos os HTs nas fémeas de 21 dias de idade, sO
podemos afirmar que tanto em filhotes machos quanto em fémeas, a D1 hepética, renal e
tireoidea ndo € modulada pela restricdo de sono no final da gestacao.
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Figura 32: Atividade desiodase tipo 1 (D1) em filhotes fémeas com 21 dias de vida, de mées controle
(C) e restritas de sono (RS), expressa em pmoles rT3/min.mg.ptn (figado: C=90,01 + 6,648, n=14 e
RS=107,9 + 8,615, n=13; rim: C=67,13 + 5,501, n=15 e RS=74,52 + 3,728, n=12; tireoide: C=75,69 +
12,29, n=7 e RS=83,98 + 11,89, n=7). Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=ndmero
total de ratos.

5. 5 Filhotes Fémeas com 60 Dias de Vida

Ainda no contexto do estudo da prole, avaliamos a funcdo tireoidiana em filhotes
adultos (60 dias de vida). Apenas fémeas, de maes submetidas a restricdo de sono foram
utilizadas nesta fase.

Os resultados abaixo sdo referentes as filhotes fémeas de 60 dias de vida das maes
controle (C) e restritas de sono (RS) que permaneceram com os filhotes até o desmame.

5.5.1 Peso Corporal de Filhotes Fémeas com 60 Dias

Ao avaliarmos o peso corporal de filhotes fémeas na idade adulta (60 dias), ndo
observamos diferencas significativas entre filhotes das ratas controle (C) e restritas de sono
(RS).

Igualmente as fémeas RS com 21 dias, as fémeas RS adultas ndo apresentaram
diferenca significativa do peso corporal, fato diferente do observado em filhotes machos RS
com 21 dias, indicando um efeito prejudicial ligado ao sexo que pode estar relacionado ao
baixo crescimento ou a um deficiente sistema de armazenamento de energia. Isto
provavelmente se deve a algum tipo de programacdo causada ou como consequéncia da
restricdo de sono nas mées, 0 que acarretou na alteracdo do metabolismo e de mecanismos
regulatorios da prole.
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Figura 33: Peso corporal de filhotes fémeas aos 60 dias de vida, de maes controle (C) e restritas de
sono (RS) expresso em g (C=147,5 + 5,107, n=4 e RS=138,3 + 3,381, n=13). Dados expressos em
média + erro padrdo da média; n=numero total de ratos.

5.5.2 Peso Absoluto dos Tecidos

Ao avaliar o peso absolutoda adrenal, hipdfise e tiroide das fémeas com 60 dias de
vida, filhotes de mées restritas ou ndo de sono, ndo observamos diferencas significaticas entre
0s grupos C e RS em nenhumdos tecidos estudados (Figura 34).
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Figura 34: Peso absoluto da adrenal, hipéfise e tireoide em filhotes fémeas com 60 dias de vida, das
mées controle (C) e restritas de sono (RS), expresso em mg (adrenal: C=40,03 = 3,427, n=4 e
RS=39,14 + 1,158, n=11; hipofise: C=6,100 + 0,5523, n=4 e RS=5,433 + 0,1835, n=12; tireoide:
C=8,075 + 0,7941, n=4 e RS=7,708 * 0,3403, n=13). Dados expressos em média + erro padrdo da
média; n=nUmero total de ratos.

5.5.3 Peso Relativo dos Tecidos

Somado a ndo alteracdo do peso absoluto, o peso relativoda adrenal, hipofise e tiroide
das fémeas adultas, filhotes de mées restritas ou ndo de sono, ndo diferiu significativamente
entre os grupos C e RS nos tecidos analisados (Figura 35).

Esses resultados corroboram nossa suposi¢dode que a alteracdo morfologica datireoide
é sexo-dependente, havendo aumento do peso desta glandula em machos pré-puberes e sendo
as fémeas menos suscetiveis a esse tipo de programacd perinatal, pois ndo encontramos
alteracdo em filhotes fémeas pré-puberes ou adultas.
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Figura 35: Peso relativo da adrenal expresso em mg/g de peso corporal, hipofise e tireoide, expressas
em ug/g de peso corporal na prole de 60 dias do sexo feminino, de mées controle (C) e restritas de
sono (RS) (adrenal: C=0,2703 + 0,01604, n=4 e RS=0,2856 + 0,005923, n=12; hiptfise: C=41,24 +
3,036, n=4 e RS=41,38 + 1,261, n=12; tireoide: C=54,56 + 4,359, n=4 e RS=55,67 + 1,849, n=13).
Dados expressos em média + erro padrdo da media; n=numero total de ratos.

5.5.4 Desiodase Tipo 1 (D1)

Ao analisarmos a atividade desiodase tipo 1 (D1) no figado, rim e tireoide de filhotes
fémeas adultas (60 dias de idade) de maes controle (C) e restritas de sono (RS), ndo
observamos nenhuma diferenca significativa entre os grupos (Figura 36). Como também néo
avaliamos os HTs nessas fémeas de 60 dias de vida, s6 podemos afirmar que, assim como
observado em machos e fémeas pré-puberes, a D1 hepética, renal e tireoidea de filhotes
fémeas adultas ndo é modulada pela restricdo de sono no final da gestacéo.
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Figura 36: Atividade desiodase tipo 1 (D1) em filhotes fémeas de 60 dias, de mées controle (C) e
restritas de sono (RS), expressa em pmoles rT3/min.mg.ptn (figado: C=83,12 + 2,997, n=4 e
RS=68,45 + 5,808, n=12; rim: C=88,07 + 13,03, n=4 e RS=92,01 + 6,158, n=13; tireoide: C=152,3 +
9,553, n=4 e RS=146,8 + 5,473, n=13. Dados expressos em média + erro padrdo da média; n=nimero
total de ratos.

5.5.5 Desiodase Tipo 2 (D2)

A atividade D2 no hipotalamo foi significativamente menor em filhotes fémeas aos 60
dias de vida, de maes restritas de sono (RS) comparadas com aquelas de mdes controle (C).
Com relacgdo a atividade D2 no hipocampo, ndo observamos diferencas significativas entre os
grupos C e RS (Figura 37).

Essa modulacdo da atividade D2 hipotalamica indica que a funcdo tireoidiana pode
estar alterada nas fémeas adultas de mdes RS, como demonstrado neste estudo em machos
pré-puberes, que tem elevados niveis de T4 sérico, além disso, essa diminuicdo da atividade
D2 centralmente pode ser resultado de HT elevado ou pode ser um mecanismo compensatério
para manutencdo de niveis normais de T4 sérico, dessa forma, além da verificacdo sérica de
T3 e T4, a atividade D2 precisa ser analisada em outros tecidos centrais, além de tecidos
periféricos, como no TAM, para definirmos o papel da D2 na modulacéo da funcdo tireoidea
em fémeas adultas de maes restritas de sono.
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Figura 37: Atividade desiodase tipo 2 (D2) em filhotes fémeas de 60 dias, de mées controle (C) e
restritas de sono (RS), expressa em fmoles T4/min.mg.ptn. Hipocampo de fémeas C com 60 dias
(0,2950 + 0,03841, n=4) e RS (0,3062 * 0,02197, n=13); Hipotalamo C (1,127 + 0,3703, n=3) e RS
(0,3967 £ 0,07513, n=9). Dados expressos em média + SEM; n=nlmero total de ratos. * P<0,05.

Apesar da restricdo de sono na Ultima semana gestacional ndo ter causado aumento da
corticosterona nas ratas RS, outras substancias como catecolaminas, f-endorfina e 0 ACTH,
podem estar envolvidos com os efeitos a longo prazo do estresse perinatal (FALCONER et
al., 1988; OHKAWA et al., 1991). Realmente, de alguma forma as alteracdes enddcrinas e
morfologicas observadas nas mées que sofreram RS na ultima semana de gestacdo causaram
algum tipo de programacdo nos filhotes, além disso, os efeitos do estresse materno podem
prolongar-se por 21 dias apds o estresse, como obserado por DARNAUDERY & MACCARI
(2008). A diferenca entre os sexos podem ter influéncias potentes na reatividade ao estresse.
Estudos em animais (MC CORMICK & MATHEWS, 2007) e humanos (KUDIELKA et al.,
2004) demonstram que existem diferencas sexo-especificas na resposta ao estresse. Ao que
tudo indica, as alteracfes observadas em nosso estudo foram sexo-especificas, tendo em vista
diferentes resultados entre filhotes machos e fémeas, em diferentes idades, podendo, a longo
prazo, provocar diferentes mudangas metabdlicas, hormonais e comportamentais, levando ao
surgimento de doengas.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nas maes, podemos concluir que a restricdo de
sono, durante 6 dias no final da gestacdo, diminui de forma significativa os niveis séricos de
T4 e ndo afeta o T3, tanto agudamente, no 20° dia de gestacdo, quanto cronicamente, 21 dias
apos o nascimento dos filhotes, momento do desmame. Observamos que 0 mecanismo para
manutencdo dos niveis de T3 é diferente, enquanto no 20° dia gestacional, isso acontece
provavelmente pelo aumento da atividade desiodase tipo 2 (D2) no TAM dessas ratas, no
momento do desmame, a atividade D2 n&o é alterada, mas encontramos aumento da atividade
desiodase tipo 1 (D1) no rim, que poderia entdo contribuir para o T3 normal. Resumindo, a
restricdo de sono em ratas prenhas parece afetar diretamente o eixo HHT causando baixos
niveis de T4 sérico, mas o T3 é mantido normal por modulacdo da desiodacdo periférica, o
que acontece no 20° diagestacional e no desmame.

Com relagéo aos resultados obtidos na prole, concluimos que filhotes machos de 21
dias de vida, de maes submetidas a restricdo de sono durante a gestacdo, desenvolvem um
mecanismo compensatorio caracterizado por aumento dos niveis séricos de T4, frente a
deficiéncia de T4 materna, observada em nosso estudo durante importantes fases do
desenvolvimento. Entretanto, ndo sabemos se esta alteragdo ocorreu no perido perinatal, no
momento do parto ou na vida pds-natal. Essa possivel programacao perinatal sugerida neste
trabalho ndo envolve a participacdo da desiodase tipo 1 (D1), visto que, tanto em filhotes,
machos e fémeas pré-puberes (21 dias), quanto em fémeas adultas (60 dias), de maes restritas
de sono, a atividade D1 hepatica, renal e tireoidea ndo sofreram alteragdes. Resumindo, a
restricdo de sono durante a gestacdo parece afetar o eixo HHT da prole, havendo elevacao na
concentracdo de T4 sérico associado a niveis de T3 e atividade D1 normais.

Vale lembrar que o0 nosso trabalho é o primeiro a demonstrar que a restri¢cdo de sono,
durante a gestacdo, afeta a fungéo tireoidiana de ratas prenhas, havendo modulacdo da
desiodacdo periférica, além de alterar também o status tireoidiano da prole.
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