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RESUMO

RODRIGUES, Nayana Coutinho. Projeto: Modulacdo da Funcdo Tiredidea e da
lodotironina Desiodase tipo 2 ap6s Privacdo de Sono Paradoxal e Restricdo de Sono em
Ratos. 2012. 50. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas), Instituto de Biologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2012.

A vida moderna vem encurtando o tempo de sono e as consequéncias da diminuicdo do sono
tem sido estudada em humanos e modelos animais. Considerando que a relagéo real entre a
privacao de sono e a funcéo tiredidea ndo foi totalmente elucidada, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a funcdo tireGidea e a atividade da desiodase tipo 2 (D2) durante a privagdo de sono
paradoxal (PSP) e restricdo de sono (RS) e apds periodo de sono rebote de 24 horas. Ratos
machos (200-250g) foram submetidos a privagdo de sono pela metodologia das plataformas
multiplas modificada. Os animais foram distribuidos em 7 grupos: Controle (n=11); PSP por
24 (n=15) e 96 horas (n=13); com seus respectivos grupos rebote (PSP24R, n=12 e PSP96R,
n=14); RS por 21 dias (n=14); e com o periodo de rebote de 24 horas (RS21R, n=15). Todos
0s animais foram pesados e eutanasiados no mesmo dia. A glandula tireoide foi pesada,
sangue coletado para analise de T3 e T4 por Eletroquimioluminescéncia, corticosterona e
TSH por Radioimunoensaio. A glandula hipofise e o tecido adiposo marrom (TAM) foram
usados para analisar a atividade da D2 em 6 grupos (n=5/grupo). Para avaliar a atividade in
vivo do co-transportador Na'/I (N1S), os animais receberam Na-*°I (250.000 dpm, i.p.) e ap6s
15 minutos os animais foram eutanasiados e a radiatividade da glandula foi mensurada
utilizando um contador de particulas gama (Wizard). O ganho de peso (A) diminuiu nos
grupos PSP24, PSP96 e PSP96R e o periodo de rebote foi capaz de normalizar esses valores
apenas na em 24 horas de privacdo de sono, a RS e seu periodo de rebote também foram
capazes de diminuir o ganho de peso corporal. O peso absoluto e relativo da glandula tireoide
e a atividade do NIS ndo tiveram diferencas significativas. Por outro lado, os niveis séricos de
T3 aumentaram em todos o0s grupos em relacdo ao grupo controle. Os niveis séricos do T4
diminuiram nos grupos PSP24, PSP96 e PSP96R em relacdo ao controle. Os niveis séricos de
TSH diminuiram nos grupos PSP24, PSP24R e PSP96, entanto o periodo de rebote foi capaz
de normalizar os valores de TSH em 96 horas. No TAM a atividade da D2 aumentou apenas
nos grupos PSP por 24 ou 96 horas, e na hip6fise a D2 diminuiu nos grupos PSP24, PSP96R e
RS21R. Os niveis séricos de T3 aumentaram na privacdo de sono seletiva e crbnica, e 0
periodo de rebote ndo foi capaz de normalizar estas alteracfes. Controversamente, o T4
diminuiu apenas na privacao de sono paradoxal, 0 que pode ser explicado pela diminuicdo dos
niveis de TSH e aumento da atividade da D2 no TAM. O sono rebote normalizou os valores
de T4 ap6s privacdo de sono paradoxal aguda (24 horas), sugerindo que a modulacdo da
funcdo tiredidea é diferente em relacdo a privacao de sono seletiva e crénica.

Palavras-Chave: Horménios Tiredideos; lodotironina Desiodase Tipo 2; Privacdo de Sono.



ABSTRACT

RODRIGUES, Nayana Coutinho. Project: Modulation of Thyroid Function and Type 2
lodothyronine Deiodinase after Paradoxical Sleep Deprivation and Sleep Restriction in
Rats. 2012. 50 p. Dissertation (Master Science in Physiology Science), Instituto de Biologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2012.

Modern life shortened sleep time and the consequences of the sleep loss have been examined
in humans and animal models. Considering that the complete association between thyroid
function and sleep loss has not been fully investigated, the aim of this study was to analyze
thyroid function and type 2 deiodinase (D2) activity during paradoxical sleep deprivation
(PSD) and sleep restriction (SR) and after 24 hours of rebound sleep period. Male Wistar rats
(200-250g) underwent sleep deprivation by modified multiple platform method. The animals
were assigned in 7 groups: control (n=11); PSD for 24 (n=15) and 96 hours (n=13); respective
rebound groups (PSD24R, n=12 and PSD96R, n=14); SR for 21 days (n=14); and SR21 with
rebound of 24 hours (SR21R, n=15). All animals were weighed and euthanized on the same
day. Thyroid gland was weighed and blood samples were collected for T3 and T4 analysis by
Electrochemiluminescence, corticosterone and TSH analysis by RIE. Pituitary gland and
brown adipose tissue (BAT) were used for D2 activity in 6 groups (n=5/group). To evaluate
the in vivo Na*/l symporter (NIS) function, the animals received Na-*°I (250,000 dpm, i.p.)
15 min before decapitation, and the radioactivity of the thyroid glands was measured using a
gamma counter (Wizard). The body weight gain (A) decreased in PSD24, PSD96 and
PSD96R and rebound period was able to normalize these values only in 24 hour of sleep
deprivation group, SR and its rebound period also decreased the body weight gain. The
absolute and relative thyroid weight and NIS activity did not significantly change. Whilst
serum T3 increased in all groups in relation to control. Serum T4 decreased in PSD24, PSD96
and PSD96R in relation to control. Serum TSH decreased in PSD24, PSD24R and PSD96
compared to control, whereas the rebound period was able to normalize TSH values only in
96 hour. In BAT, D2 activity increased only in PSD 24 or 96h groups and in pituitary D2
decreased in PSD24, PSD96R and SR21R. Serum T3 increased after selective and chronic
sleep loss, and the sleep rebound was not able to normalize these changes. Conversely, T4
decreased only after paradoxical sleep deprivation, which can be explained by decreased
serum TSH and increased D2 activity in BAT. Sleep rebound normalized T4 values after
acute paradoxical sleep deprivation (24h), suggesting differential modulation of thyroid
function in relation to chronic and selective sleep loss.

Key words: Thyroid Hormones, Type 2 lodothyronine Deiodinase, Sleep Loss.
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1 INTRODUCAO

Historicamente o tempo que 0s seres humanos passa dormindo ocupa 1/3 do tempo
total da vida de cada individuo. O ciclo vigilia sono ocorre em todos os vertebrados e a
manutencdo e a periodicidade deste ciclo é muito importante para a homeostase de todos 0s
organismos. A vida contemporanea tem encurtado o tempo de sono do homem devido a uma
série de exigéncias da sociedade moderna como aumento da jornada de trabalho, excesso de
plantbes, excesso de estudo, disponibilidade de entretenimento entre outras atividades imposta
pela sociedade contemporanea. O efeito do encurtamento do tempo de sono na manutencao da
homeostase dos organismos tem sido extensivamente estudado nos Gltimos anos em humanos

e em modelos animais.

O ciclo vigilia sono é dividido em trés fases: Vigilia, sono REM e sono ndo-REM, que
se diferem por seus padrdes de atividades das ondas corticais que sdo identificados por
registros eletroencefalograficos. A vigilia e 0 sono REM séo caracterizados pelo aumento da
frequéncia e diminuicdo das ondas corticais € 0 sono ndao-REM é caracterizado pela
diminuigéo da frequéncia e aumento da amplitude destas ondas, no entanto nesta fase do sono
ndo ocorre atonia muscular. O sono REM apesar de possuir padrBes eletroencefalograficos
muito semelhantes ao da vigilia é acompanhado de uma intensa atonia muscular identificada
por registros de eletromiograma e movimentos voluntarios do globo ocular, por esses motivos
esta fase de sono foi identificada de REM (do inglés, rapid eyes moviment) e posteriormente
de sono paradoxal pela semelhanca de seus registros com a vigilia seguido de atonia

muscular.

Muitos trabalhos demonstraram os efeitos da restricdo ou mesmo da privagédo de sono
em humanos e animais, como alteracbes metabolicas, hormonais, cognitivas e
comportamentais, bem como efeitos de sinalizacdo e proliferacdo celular e efeitos nos
mecanismos centrais responsaveis pela sintese, secrecdo e reconhecimento hormonal que séo

mecanismos essenciais para manutencéo da homeostase.



A glandula tireoide é responsavel pela sintese e secrecdo dos hormonios tireoidianos
(HT) tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), a modulacdo da atividade desta glandula é feita
através de mecanismos centrais no hipotalamo e na glandula hipéfise que produzem TRH e
TSH respectivamente. O TSH ¢ liberado na corrente sanguinea e através da sua ligacdo com
seu receptor, presente na membrana da célula da tireoide estimula a sintese de T4 e T3,0 T4 é
classicamente conhecido como pré-horménio, pois o horménio tireoidiano que possui
atividade bioldgica é o T3, devido sua afinidade pelo receptor de horménio tiredideo. O T4 é
convertido em T3 atraves da atividade das iodotironinas desiodases tipos 1, 2 e 3 (D1, D2 e
D3, respectivamente), que sdo capazes de promover a desiodacdo do anel externo do T4 (D1 e
D2) produzindo T3 ou do anel interno do T4 (D2 e D3) produzindo T3 reversa, que parece
também ndo ter atividade bioldgica, assim essas enzimas sdo responsaveis pela ativacdo ou

inativacdo dos horménios tiredideos.

Os receptores de hormdnio tiredideo estdo presentes em praticamente todos os tecidos,
ja é bem descrito os efeitos dos HT no metabolismo, crescimento e desenvolvimento, muitos
estudos tem demonstrado que outros eixos enddcrinos bem como alteragdes ambientais sao
capazes de alterar a modulacdo da funcdo tiredidea. AlteracBes nos hormdnios gonadais, na
atividade do sistema autdnomo simpatico, na temperatura ambiental, bem como a quantidade
alimentar de ingestdo de iodo e fatores estressantes tem sido demonstrado modular positiva ou

negativamente a funcéo tiredidea.

Estudos sobre o efeito da restricdo e da privacdo de sono na modula¢do da funcédo
tireGidea sdo escassos, com isso neste trabalho nosso objetivo foi avaliar modulagédo da funcéo
tiredidea e na atividade da iodotironinas desiodase tipo 2 apds privacdo de sono paradoxal e

restricao seletiva de sono em ratos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sono

O sono é considerado essencial para a vida e para a manutencao da satde. O sono € uma
fase da vida de todos os vertebrados muito importante para manutencdo da homeostase, é
durante o sono que muitos horménios sdo sintetizados e liberados. Os mecanismos enddcrinos
e ambientais responsaveis pelo ciclo vigilia-sono em humanos e roedores ja sdo bem definidos
(Alvarenga, 2008).

Em mamiferos, o sono e a vigilia representam dois estados fisioldgicos normalmente
definidos por meio de métodos eletroencefalograficos. Ambos 0s processos, circadiano e
homeostatico, sdo conhecidos por regular o ciclo entre esses dois estados (Borbély, 1982).

Com o advento do registro eletroencefalografico (EEG) por Hans Berger em 1929 e com
a descricdo de distintos padrées EEG presentes durante o sono por Davis et al.(1937), tornou-
se evidente a relacdo entre a fenomenologia do sono e os potenciais elétricos do sistema
nervoso. Em 1953, Aserinsky e Kleitman descreveram a ocorréncia clinica de movimentos
oculares rapidos durante o sono associado ao aumento da atividade cortical; em 1957, Dement
e Kleitman demonstraram que a atividade ocular ocorria simultaneamente a fase
dessincronizada do sono, e, por isso, utilizaram a denominagdo de “sono de movimentos
oculares rapidos” (REM, do inglés rapid eye moviment). O sono REM por possuir padréo
eletroencefalografico analogo ao da vigilia, porém associado a acentuada diminuicao do ténus
muscular, foi denominado sono paradoxal, por Jouvet e Michel em 1959.

O ciclo circadiano exerce grande influéncia nos estagios vigilia - sono, o estimulo
luminoso sensibiliza o trato retino-hipotalamico e, esta sensibilizagdo pode ativar ou inativar o
periodo de vigilia dependendo do reldgio biolégico de cada animal, no entanto, o ciclo
circadiano é enddgeno podendo existir sem estimulos ambientais (Rechetschaffen e Siegel,
2000).

O sono exerce um efeito modulatério importante na maioria dos componentes do
sistema enddcrino. O impacto do sono e do seu encurtamento na funcdo enddcrina e no
metabolismo tem sido estudado extensivamente tanto em humanos quanto em roedores nos
ultimos anos (Alvarenga, 2008; Tufik, 1978; Lobo, 1997).
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O ciclo vigilia - sono em humanos e roedores € classificado em 3 estagios: vigilia, sono

REM e sono ndo-REM que se diferenciam por seus padroes eletroencefalograficos (Figura 1).
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Figura 1. Padrdes eletroencefalografico (EEG) e eletrooculografico (EOG), eletrodo no ndcleo
geniculato lateral (LGN) e padréo eletromiografico (EMG), nos diferentes estéagios: vigilia, sono néo-
REM e sono REM (adaptado de Rechtschaffen e Siegel, 2000).

2.2 Vigilia

A vigilia, também conhecida como desperto, é caracterizada por apresentar um padrdo
eletroencefalografico dessincronizado de alta frequéncia (>25 Hz) e baixa amplitude
(<50uV), podendo aparecer ritmo theta (5 — 8 Hz), além disso, o canal do eletromiograma
apresenta um tracado de alta amplitude (>40uV) (Rechetschaffen e Siegel, 2000). No homem
0 periodo de vigilia é iniciado na fase clara enquanto nos roedores este periodo ocorre durante

a fase escura (Alvarenga, 2008).

2.3 Sono ndo-REM

O sono ndo-REM ¢é caracterizado pela diminuicdo das atividades neural, da taxa
metabolica, da temperatura corpoOrea, da atividade simpatica, da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca, porém nesta fase ndo ocorre atonia muscular (Rechetschaffen e Siegel,
2000).

Esta fase do sono é também conhecida como sono sincronizado, pois este estagio possui
quatro fases: 1, 2, 3 e 4 que se alternam e podem ser identificadas por seus padrdes de
eletrooculograma, eletromiograma e eletroencefalograma (Rechetschaffen e Siegel, 2000)
(Figura 1).



Alguns hormonios sdo liberados nesta fase, como o hormonio do crescimento (GH), que
exerce um papel importante no eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal em mamiferos, o aumento
de ACTH leva a uma diminuicdo da amplitude dos picos de liberacdo do GH (Axel e steiger,
2006). A fase ndo-REM, parece ser a fase em que a energia é conservada e o sistema nervoso

central, assim como outros sistemas, é capaz de se restabelecer (Tufik et al., 2008).

2.4 Sono REM

O sono REM e caracterizado por um aumento da atividade neural e diminuigdo do ténus
muscular, seu registro de EEG € caracterizado por uma diminuigdo da amplitude (<50uV) e
um aumento da frequéncia (>40 Hz) das ondas corticais, além de possuir ondas com ritmo
Theta (8-5 Hz) (Timo-laria et al.,1970; Bergmann et al.,1989; Andersen et al., 2001).

Nesta fase muitos hormdnios sdo sintetizados e liberados ou inibidos, sendo esta fase do
sono essencial para a manutencdo da homeostase. Durante todo o periodo de sono, 0s
episddios de sono REM e ndo-REM se alternam ciclicamente e sdo diferentes de acordo com

a idade (Rechetschaffen e Siegel, 2000) (Figura 2).

Infancia Jovens Idosos
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Figura 2. Fases do ciclo do sono: vigilia, sono REM e fases 1, 2, 3 e 4 do sono ndo-REM em
diferentes fases da vida: infancia, adulto e idosos ( adaptado de Rechtschaffen e Siegel, 2000).



2.5 Sono e Regulagdo Hormonal

O sono é um importante modulador de varios sistemas enddcrinos. Muitos estudos
comprovam que O Seu encurtamento ou mesmo privacdo causam muitos problemas
comportamentais, fisiologicos e enddcrinos entre outros (Alvarenga, 2008).

Takahashi et al. (1968) demonstraram que a concentracdo plasmética de hormonio do
crescimento (GH) atinge seu pico em 90 minutos (entre as fases 3 e 4 do sono ndo-REM) ap0ds
0 inicio do sono em humanos. Apesar de existirem diversos estudos relacionando a sintese e
secrecdo do GH com o sono, 0os mecanismos desta relacdo ainda ndo sdo bem esclarecidos
(Alvarenga, 2008).

Os glicocorticoides também apresentam oscilagdes durante o ciclo vigilia-sono. Estudos
demonstram que, em humanos, a liberacdo de cortisol normalmente atinge os valores
maximos nas primeiras horas da manha (das 4 as 8 horas), declinando durante o dia até
apresentar as menores concentragdes no inicio do sono (Salgado-Delgado et al., 2008). Essas
alteracbes também sdo demonstradas em roedores, porém as concentracdes de corticosterona
se encontram aumentadas no inicio do periodo escuro, onde predomina a atividade desses
animais (Shadab et al., 2008).

Também podemos observar uma relacdo da liberacdo dos horménios gonadais durante
as fases do sono. Evans et al. (1971) e Lejeune et al. (1987) demonstraram que as
concentracOes de testosterona sdo baixas durante o inicio do sono em homens e apresentam

niveis maximos nas primeiras horas da manha.

2.6 Hormonios Tiredideos

A glandula tireoide é responsavel pela sintese e secre¢do dos hormonios tireoideos (HT),
3,5,3",5°- tetraiodotironina (tiroxina ou T4) e, em menor quantidade, de 3,5,3"- triiodotironina
(T3), sendo estes importantes para o crescimento e desenvolvimento normais (Greenspan,
1994). Os HT desempenham papel fundamental no metabolismo, além de serem necessarios
para a fungdo normal de quase todos os tecidos (Yen, 2001).

A funcdo tireoidea € modulada por um sistema de feedback negativo que envolve o
hipotalamo, a hipofise e a glandula tireoide. O TRH (hormonio liberador de tirotrofina),
sintetizado pelo nucleo paraventricular do hipotdlamo, age nas células tireotroficas da

hipofise, estimulando a producdo de TSH (horménio estimulador da tireoide). O TSH é o
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principal modulador da sintese e secre¢do dos hormonios tireoideos. O aumento dos niveis
séricos dos HT regula negativamente a secrecdo de TRH e TSH (Yen, 2001).

A sintese dos hormonios tireoideos depende de varias etapas: sintese e transporte da
tireoglobulina (Tg), transporte do iodeto pela membrana basal (através do co-transportador
Na*/I', Natrium lodide Symporter, NIS), oxidacdo do iodeto e subsequente iodacdo dos
residuos tirosil da Tg e acoplamento das iodotirosinas (MIT e DIT, mono e diiodotirosina,
respectivamente). O processo de acoplamento das iodotirosinas ocorre separadamente da
iodacdo e, é também catalisada pela enzima tireoperoxidase (TPO), o acoplamento de uma
molécula de MIT e uma molécula de DIT leva a formacdo do T3ou rT3, enquanto o
acoplamento de duas moléculas de DIT leva a formacdo do T4 (Larsen et al., 1998)
(Figura 3).

Tg Membrana apical

® ; endocitose l
®.%e EXOCitose

.(. §intese ¢ o°
\\%\\ /.proteélise

desiodacéo L DIT

NIS

Membrana basal

Figura 3: Esquema representativo da biossintese dos horménios tiredideos. I': iodeto; NIS: co-
transportador Na'/I°; Tg: tireoglobulina; MIT: monoiodotirosina; DIT: diiodotirosina; T4: tiroxina; T3:
triiodotironina; D1: desiodase tipo 1. Fonte: acervo do Laboratério de Fisiologia Endécrina Dra. Doris
Rosenthal.



Diferentemente do T4, que é gerado exclusivamente pela glandula tireoide, a maior
parte do T3 sérico € produzida pela desiodacdo periférica do T4. Na década de 70 foi
demonstrado pela primeira vez que o T3 ndo € produzido apenas pela tireoide, pois foi
detectada a presenca de T3 no plasma de pacientes tireoidectomizados com reposicdo de T4,
comprovando a existéncia de um processo periférico de desiodacdo (T4—T3) (Germain &
Galton, 1997). Esta desiodagdo é catalisada pelas enzimas denominadas iodotironinas
desiodases, presentes em todos os vertebrados, que podem tanto ativar 0 T4 quanto inativar 0s
horménios tireoideos dependendo de sua acdo no anel fendlico ou tirosilico. Este processo de
ativacdo ou inativacdo, catalisado por estas enzimas, indicam que a desiodacdo é um
componente intrinseco da homeostase dos hormdnios tiredideos (Bianco et al., 2002).

A monodesiodacdo do T4 é caracterizada pela retirada do atomo de iodo do anel externo
(fendlico) ou interno (tirosilico). Por causa da rotacdo do anel fendlico nas moléculas de
iodotironinas, as monodesiodacgdes nas posi¢cdes 3’ ou 5’ do anel fendlico sdo equivalentes e
origina 0 T3, esta desiodacdo € conhecida como via bioativadora, pelo fato do T3 ser
conhecido como horménio biologicamente ativo; enquanto a monodesiodacdo nas posicdes 5
ou 3 do anel tirosilico é considerada como via bioinativadora pois origina rT3 ¢ 3,3’-T2 a
partir de T4 e T3, respectivamente, hormonios ndo tem clara descricdo de sua atividade
bioldgica (Kohrle, 1999; Bianco et al., 2002).

Baseado em vaérios fatores, como anéalise da cinética e padrdo de inibicdo por certas
substancias, como o 6n-propil-2-tiouracil (PTU), duas enzimas com atividade 5’desiodase
(desiodacdo do anel externo) foram identificadas, as desiodases tipo 1 e tipo 2 (D1 e D2,
respectivamente). A D1 também catalisa a desiodacdo do anel interno (tirosilico) das
iodotironinas, principalmente quando sulfatadas. Uma terceira enzima também foi
identificada, a desiodase tipo 3 (D3), que catalisa a desiodacdo no anel interno de T4 e T3,

produzindo rT3 ¢ 3,3’- e -T2, respectivamente(Bianco et al., 2002) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da cascata de desiodagédo das iodotironinas. Vias de ativagdo ou
inativagcdo das iodotironinas pelas enzimas desiodases tipo 1 (D1), 2 (D2) e 3 (D3). Adaptado de
Leonard & Visser, 1986 e Bianco et al., 2002.
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A presenca de receptores de HT em praticamente todos os tecidos do organismo ressalta
seu papel vital na funcdo celular, sendo bem descritos seus efeitos no metabolismo de
lipideos, proteinas, carboidratos, no sistema simpatico e cardiaco, no musculo esquelético, no
tecido 6sseo, na hematopoiese, no sistema endocrino, no crescimento e desenvolvimento e na

termogénese (Bianco et al., 2002).

2.7 Desiodase Tipo 2

A iodotironina desiodase tipo 2 (D2) converte T4 a T3 pela desiodacdo do anel externo.
Em ratos, a atividade D2 é encontrada predominantemente em hipéfise, cérebro e tecido
adiposo marrom (TAM); também € expressa em godnadas, Utero gravidico ou nédo, glandula
pineal e timo de rato, e na glandula mamaria de camundongo (Germain e Galton, 2005;
Galton et al., 2001; Bianco et al., 2002). Em humanos, a atividade D2 também foi
identificada na tireoide, no cérebro fetal e de adulto, na artéria coronaria, no coracéo, na
medula espinhal e na placenta, além de em quantidade menor no rim, péancreas e ho musculo
esquelético (Tanaka et al., 1986; Croteau et al., 1996; Salvatore et al., 1996; Bianco et al.,
2002; Larsen et al., 2009).

A localizacdo celular da D2 é uma caracteristica importante desta enzima, estudos
demonstram que a por¢do NH, terminal da D2 est4 no limen do reticulo endoplasmatico,
enquanto o terminal COOH (sitio ativo) esta no citosol, assim, sua posicao determina sua
funcdo de geracdo do T3 intracelular (Gereben et al., 2008).

Muitos estudos relatam que a D2 ¢é a principal fonte local de T3 no TAM, sendo
essencial na adaptacdo da termogénese em ratos expostos ao frio (Bianco. e Silva, 1987;
Carvalho et al., 1991). Alem disso, Jesus et al., (2001) demonstraram que animais knokout
para D2 expostos ao frio apresentam hipotermia, e apenas sobrevivem devido a um aumento
dos tremores e uma perda aguda do peso corporal, apesar dos niveis séricos normais de T3.

As diferencas especificas na expressdo da D2 entre as espécies indicam que esta
enzima tem fungdes espécie-especifica (Bianco et al., 2002). Parecia ser um consenso que a
principal contribuicdo fisioldgica da D2 era originar o T3 intracelular, mas Hosoi et al. (1999)
demonstraram expresséo e atividade D2 no musculo esquelético humano, sugerindo que a D2
poderia ser, também, uma fonte para a producgéo de T3 plasmatico em humanos. Esta hipdtese
foi confirmada por Maia et al. (2005) os quais sugerem que a D2 seria a principal fonte

extratireoidea de T3 em humanos eutireoideos. Em contrapartida, Schneider et al. (2001)
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observaram, em animais knockout para D2, T4 e TSH séricos elevados, mas T3 sérico normal,
mostrando que, pelo menos em camundongos, a D2 n&do seria a principal fonte de T3
plasmatico.

Na maioria dos tecidos em que € expressa, a D2 é regulada negativamente pelos HT,
sendo 0 T4 e o rT3 inibidores mais potentes que o T3, 0 que mostra ndo ser a diminui¢do na
atividade da D2 mediada via receptor de T3 nuclear (Leonard & Visser, 1986).

A regulacéo da atividade da D2 é considerada um mecanismo critico para manutencao
de suas funcdes fisioldgicas, sua propriedade bioquimica de possuir uma meia vida curta (40
minutos) € decisiva para manutencdo de suas funcdes homeostaticas (Gereben et al., 2008). A
exposicdo réapida ao frio promove ativagéo simpatica que leva a liberacdo de catecolaminas na
circulacdo ativando regides hipotalamicas. O TAM é um tecido intensamente inervado pelo
sistema nervoso simpatico, e o aumento da atividade simpatica é capaz de aumentar a
atividade da D2 neste tecido em cerca de 50% (Bianco et al., 2005).

A atividade da D2 também € modulada pelas alteragdes no niveis séricos de
corticosterona, no entanto os dados ainda sdo muito controversos. O aumento dos niveis
séricos da corticosterona tem demonstrado aumentar a atividade da D2 no BAT de ratos
estressados (Olivares et al., 2012), outros trabalhos demonstram um efeito inibitério dos
glicocorticéides na ativacdo do HT pela conversdo periférica do T4 a T3 (Kakucksa et al.,
2005; Bianco et al., 1987), além disso estudos “in vitro” sugerem que s glicocorticoides
podem estimular o eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide através do aumento da sintese e
secrecdo de TSH, (Ahlquist et al., 1989) aumentando a expressao da D2 (Kim et al., 1998) ou

aumentando a atividade desta enzima (Courtin et al., 1989)

2.8 Privacao de Sono e o Sistema Enddécrino

Historicamente, o tempo de sono ocupou um terco de nossas vidas, no entanto,
atualmente, o periodo de sono tem-se reduzido em funcéo das atividades contemporaneas, em
consequéncia do cenario econdmico, que o homem é induzido a prolongar a jornada de
trabalho, além disso, a exposicéao a luz artificial permitiu o aumento do periodo das atividades
de trabalho, estudo e lazer, prolongando o periodo da vigilia. Essas questdes socioeconémicas
e culturais conduzem a uma redugdo significativa do tempo de sono (Alvarega, 2008).

A privagdo de sono é uma preocupacdo social relevante devido as importantes

implicacdes no desempenho individual e na satde. J& foram descritas altera¢cbes hormonais e
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neuroquimicas (Tasali et al., 2008), por exemplo, Spigel et al. (1999) relataram aumento das
concentragfes de cortisol e da atividade simpética, além de maiores concentragfes de
marcadores inflamatdrios em homens jovens restritos de sono 4 horas por noite, durante seis
noites.

A privacdo de sono em homens e animais provoca diversas alteracdes como diminui¢ao
do desempenho psicomotor e cognitivo, variacdo de humor, disfungfes metabolicas,
alteracdes em parametros comportamentais (\Vogel, 1975; Suchecki et al, 2003; Silva, 2004;
Frussa-Filho, 2004; Hipolide, 2005; Antunes, 2006; Araujo, 2006; Allard, 2007; Guzman-
Martins, 2008; Tasali, 2008; Alvarenga et al, 2008), além de seu efeito antidepressivo, devido
sua acdo na modulagdo nos receptores serotoninérgicos em casos agudos de privagdo de sono
(Giedke e Schwarzler, 2002).

A importancia do sono paradoxal (sono REM) para o organismo pode ser observada
pela normalizacéo de alguns pardmetros endocrinos quando € realizada a recuperagdo do sono
apos a privacdo. Muitos autores acreditam que a perda de sono pode ser compensada pelo
“sono intenso” em um periodo relativamente curto, este sono rebote é caracterizado pela
recuperacdo dos processos e ciclos circadianos (Tufik et al, 2009).

A Figura 5 ilustra o perfil dos hormonios GH, cortisol, TSH e prolactina analisados
durante o sono noturno, periodo de 28 horas de privagdo de sono, e a recuperacdo no dia
subsequente (8 horas de sono diurno) em voluntarios jovens e saudaveis (Van Cauter, 1991;
Van Cauter e Spiegel, 1999).
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Figura 5. Perfil hormonal do horménio do crescimento (GH), cortisol, hormdnio tireoestimulante
(TSH) e Prolactina (PRL) de 8 homens adultos jovens durante o sono noturno, 28 horas de privacdo de
sono e 8 horas de sono diurno (modificado de Van Cauter et al., (1991); Van Cauter e Spiegel.,1999).

Em animais existem duas principais técnicas utilizada para estudos sobre privacdo de
sono, a metodologia dos discos giratérios (Baumgartner, 1986) que consiste em discos que
fazem rotacBes impedindo que os animais durmam, nesta metodologia 0 comando da rotagédo
da plataforma é determinado pela fase do sono ou pelo tempo total de sono de acordo com o
protocolo experimental, esta metodologia 0s animais estdo conectados com eletrodos
acoplados a um sistema de registros eletroencefalograficos que ativam ou inativam a rotacao
da plataforma. Outra metodologia muito utilizada é a das plataformas multiplas modificado
(Nunes e Tufik, 1994) nesta metodologia apenas a fase REM do sono é privada, consiste em
plataformas pequenas posta em tanques com agua, quando os animais entram na fase REM do
sono onde ocorre a atonia muscular, o focinho destes animais encosta na agua e eles nédo
conseguem ter a fase REM.

Os hormonios sexuais também sofrem influéncia da privacdo de sono, Andersen et al.
(2003, 2004, 2005, 2006, 2007) demonstraram, em ratos machos adultos que 0s niveis séricos
de testosterona e estradiol diminuiram e os niveis de progesterona aumentaram apés 96 horas
de privacédo de sono paradoxal, utilizando a metodologia das plataformas multiplas.

Outras alteracBes no sistema enddcrino decorrentes da privacdo de sono paradoxal
(PSP) também tém sido demonstradas em ratos, como a diminuicéo da leptina e aumento da

grelina apos cinco dias de PSP pelo método do disco giratério (Everson e Crowley, 2004).
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Outros estudos relataram que quatro dias de PSP, através da metodologia das
plataformas mudltiplas, foi capaz de promover aumento do hormonio adenocorticotropico
(ACTH) e de corticosterona (Andersen et al., 2003, 2004, 2005; Zager et al., 2007).
Entretanto, Suchecki et al. (2002) demonstraram que a restricdo de sono por 14 e 21 dias ndo
altera os niveis de corticosterona.

Em ratos, a corticosterona foi aumentada pela PSP, provavelmente como consequéncia
do aumento ao ACTH, e a corticosterona em maiores concentracfes, pode ser responsavel
pela diminuicdo da producéo de testosterona pelas células de leyding (Gao et al., 2002).

Everson e Crowley (2004) demonstraram, em ratos, pela metodologia das plataformas
multiplas, que as concentragdes séricas de GH, IGF-1 e prolactina diminuiram apds 15 dias de
privacao parcial ou total de sono.

Seabra et al. (1993) demonstraram hipertermia, em ratos, apos 4 dias de PSP, através do
modelo de plataformas mdaltiplas modificado. A PSP leva ao aumento de noradrenalina tanto
na corrente sanguinea quanto no cérebro, este aumento estimula a atividade da Na-K ATPase,
aumentando a taxa metabolica, o que pode causar 0 aumento da temperatura corporea (Manoj
et al, 2008). No entanto, Everson e Crowley (2004) demonstraram em ratos privados de sono
total, que ap6s 3 semanas 0s animais apresentam hipotermia e aumento da morbidade, pela

metodologia do disco giratorio.

2.9 Privacao de Sono e Hormdnios Tiredideos

Poucos trabalhos estudaram a influéncia da privacdo de sono sobre a fungéo tireoidea.
Balzano et al. (1990) e Everson et al. (1995) demonstraram diminuicdo dos niveis séricos de
T4 e aumento da atividade da D2 no tecido adiposo marrom de ratos privados de 58% e 90%
de sono total pela metodologia das plataformas giratdrias, enquanto apenas Everson et al.
(1995) observaram uma diminuicdo dos niveis séricos do T3. Posteriormente, Everson et al.
(2001) demonstraram que a privacdo do tempo total de sono usando a metodologia da
plataforma giratéria, leva a uma hipotiroxinemia e aumento da expressdo do TRH, porém
apesar da maior expressdo do TRH, o TSH néo sofreu alteragdo, porém nesse estudo néo foi
analisado o metabolismo periférico dos HT.

Como descrito anteriormente, a privacado de sono paradoxal em ratos causa alteracfes
dos niveis de corticosterona, horménios gonadais e causa hipertermia entre outras alteraces

fisiologicas. Muitos trabalhos sugerem que a funcdo tireoidea € influenciada por outros eixos
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enddcrinos (Bianco et al 2002), no entanto, a influéncia da privacdo de sono paradoxal e da
restricdo de sono sobre a funcdo tireoidea, e 0s possiveis mecanismos para tal modulagéo,

ainda ndo foram esclarecidos.
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3OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da privacéo de sono paradoxal por
24 e 96 horas e da restricdo de sono por 21 dias, bem como a modulacdo do periodo de sono

rebote sobre a funcdo tireoidea e atividade da iodotironina desiodase tipo 2 em ratos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar as concentragdes séricas de T3, T4, TSH e corticosterona; quantificar a atividade da

enzima iodotironina desiodase tipo 2 na hipofise e no tecido adiposo marrom.

e Analisar a fung¢do in vivo do co-transportador sodio-iodeto (NIS) na glandula tireoide.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Ratos Wistar, machos (200-250g) do biotério da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), foram mantidos em ciclo de claro escuro de 12 h (7 as 19h — periodo claro)
e temperatura controlada 22°C, com comida e 4gua ad libitum. Todo o protocolo experimental
foi aprovado pelo comité de ética e bem estar animal da UFRRJ, processo N°.
23083.006390/2010-34.

4.2 Protocolo de privacgao / restricdo de sono

O protocolo usado para a privagdo de sono paradoxal (PSP) e restricdo de sono (RS)
foi baseado na metodologia das plataformas multiplas modificada (Nunes e Tufik, 1994). Para
a PSP foram utilizadas 10 plataformas circulares (6,5 cm de didmetro), com 1 cm acima da
superficie em um tanque de 57 x 48 x 21-cm cheio de &gua (Figura 6). Os ratos foram
colocados nas plataformas (5 ratos por tanque) e eles podiam se mover pulando de uma
plataforma para outra. Quando eles atingiam a fase paradoxal do sono, eles caiam na agua
devido a atonia muscular, sendo acordados. Para a RS, os animais foram retirados dos tanques
as 10h, sendo permitido dormir até as 16h, quando eles foram novamente colocados nos
tanques, assim esses ratos puderam dormir 6 horas por dia.
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Figura 6. Foto representativa da metodologia das plataformas multiplas modificado (Nunes e Tufik,
1994. Fonte: Alvarenga, 2008).

4.3 Protocolo experimental

Uma semana antes do inicio do experimento os animais foram mantidos na sala de
privacdo / restricdo de sono, sendo colocados por uma hora nos tanques de privacao de sono
para adaptacdo nos trés dias que precederam o inicio do experimento.

Os ratos foram randomicamente distribuidos em 7 grupos: 1- Controle (C, n=10),
mantido na sala de experimento, com padréo de sono normal; 2- Privados de sono paradoxal
por 24 horas (PSP24, n=15); 3- PSP24 com sono rebote de 24h (PSP24R, n=12), com o
protocolo igual ao PSP24, porém podendo dormir livremente por 24 horas no ultimo dia; 4-
Privados de sono paradoxal por 96h (PSP96, n=13), os animais sdo privados de sono
paradoxal durante 96 horas; 5- PSP96 com sono rebote de 24h (PSP96R, n=14), com o
mesmo protocolo do PSP96, podendo dormir livremente no 5° dia; 6- Restrito de sono por 21
dias (RS21, n=14): esses animais sdo restritos de sono por 18h/dia durante 21 dias, sendo
retirados dos tanques de privacao as 10h e recolocados as 16h; e 7- RS21 com sono rebote de
24h (RS21R, n=15), com protocolo igual ao RS21, porém no 22° dia ndo sdo submetidos a

restricdo de sono paradoxal (Figura 7).
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Figura 7. Esquema temporal (D, dias) representativo dos grupos experimentais. Controle, restritos de
sono paradoxal por 21 dias (RS21) e restritos de sono 21 dias com sono rebote de 24h (RS21R),
privados de sono paradoxal por 96h (PSP96) ou 24h (PSP24) e estes com sono rebote de 24h (PSP96R
e PSP24R, respectivamente).

Para avaliarmos a funcdo do co-transportador sodio/iodeto (NIS) na privacdo de sono
paradoxal seletiva, injetamos uma solucdo radioativa nos animais, dessa forma, um
experimento foi realizado apenas para esta avaliagdo, entdo ratos machos foram distribuidos
em 5 grupos: C (n=8), PSP24 (n=8), PSP24R (n=8), PSP96 (n=8) e PSP96R (n=8), ao final do
experimento os animais foram eutanasiados e a glandula tireoide foi excisada e pesada em

balanca digital (Bel engeneeringe).

4.4 Procedimentos gerais e coleta tecidual

O peso corporal de todos os animais foi verificado no inicio e ao final do experimento,
dessa forma calculamos o ganho de peso corporal (peso final menos peso inicial, em gramas)
de cada grupo experimental.

Todos o0s grupos experimentais foram eutanasiados no mesmo dia. O sangue foi
coletado e centrifugado (3000 rpm por 20 minutos) para a obtengdo do soro. O soro foi
estocado a -20°C para analise de T3, T4, TSH e corticosterona totais. A glandula tireoide foi
excisada e pesada em balanca digital (Bel engeneeringe), sendo determinado o peso absoluto
(g) e o peso relativo (peso da tireoide /peso corporal, mg/g). Hipofise e tecido adiposo
marrom foram retirados e estocados a -70°C para posterior analise da atividade da enzima

desiodase tipo 2.
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4.5 Dosagens séricas de corticosterona

Os niveis séricos de corticosterona foram analisados através da técnica de
Radioimunoensaio (RIE) com Kit especifico (Corticosterone. MP Biomedicals, LLC 13485).
Todo procedimento foi realizado de acordo com as especificacdes do Kit. A corticosterone

sérica foi expressa em ng/mL.

4.6 Dosagens séricasde T3e T4

Os niveis séricos de T3 e T4 totais foram analisados pela técnica de
Eletroguimioluminescéncia, com equipamento e reativos da Roche Diagndstica, realizado no
Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farméacia (LACFAR) da Universidade

Federal do Rio de Janeiro, sendo o T3 expresso em ng/dL e 0 T4 em pg/dL.

4.7 Dosagem sérica de TSH

As dosagens séricas de TSH foram feitas por RIE especifico, empregando um Kit
fornecido pelo National Institute of Diabetes and Kidney Diseases (NIDDK-Bethesda, EUA).
Este kit é composto por TSH murino purificado para a preparacdo das amostras utilizadas na
curva padrao (0,625 a 25 ng/ml), TSH murino purificado para ser iodado e o anticorpo de
coelho anti-TSH murino (1° Ac). A iodagdo da molécula de TSH com I foi realizada pelo
método da cloramina T, conforme previamente descrito (Ortiga, 1992), no Laboratério de
Endocrinologia Molecular e gentilmente cedido pela professora Carmem Cabanelas Pazos
Moura, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. O RIE foi realizado pelo método do 2° anticorpo, o qual foi gentilmente cedido pelo
professor José Antunes Rodrigues da Universidade de Sdo Paulo —Ribeirdo Preto, sendo
adicionado 6% de polietilenoglicol. O TSH sérico foi expresso em ng/dL.
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4.8 Atividade da desiodase tipo 2 (D2)

A glandula hipdfise ou 40 mg de tecido adiposo marrom (TAM) foram
homogeneizados em tampéo fosfato contendo 1nM EDTA, 0.25M sucrose e 10mM de DTT
(pH 6.9) em gelo através de ultraturrax, os homogeneizados foram armazenados a -70°C até o
dia do ensaio. Aliquotas de 20 ul foram guardadas separadamente a -20°C para dosagem de

proteinas (ptn) pelo método de Bradford (1976).

O tracador radioativo foi purificado em virtude das desiodacdes espontaneas das
iodotironinas marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Para a purificacdo, foi utilizada uma
coluna de 2ml de Sephadex L20 (Amersham Biosciences) (4 ml de H20/g de gel seco) para
se obter somente o *® I-T4 radioativo presente na solucdo, com atividade especifica de 1210
uCi/ug (44,8 MBg/ug) (Perkin Elmer Life Sciences, Inc., Boston, MA). Uma aliquota de 70
pl do T4 marcado foi diluida em 12 ml de H20 destilada e aplicada a coluna, seguindo uma
lavagem com 6 ml de H20 destilada. Os eluatos contendo radioiodeto foram desprezados e o
T4 marcado foi eluido com 4,5 ml de etanol 70%. O eluato de etanol 70% contendo a
iodotironina foi colhido em nove tubos de vidro, de onde foram retirados 5 pl para contagem
da radiacdo gama no contador Wizard (2470 Wallac Wizard™ automatic gamma counter). Os
tubos com mais de 5.000 cpm/5 pl foram reunidos e guardados a 4°C, ao abrigo da luz, até o

dia seguinte, quando foi realizado o ensaio.

O homogeneizado contendo 15 pg para hipofise ou 50 pug para o TAM foi incubado
em duplicata, por 3 horas a 37°C com 1nM de **I-T4, 1mM de PTU e 20 mM de DTT em
100 mM tampéo fosfato contendo 1mM de EDTA, em volume final de 300 pl, como descrito
previamente (Berry et al 1991, Fortunato et al. 2006). Decorrido o tempo de incubacéo, a
reacdo foi interrompida colocando-se os tubos em banho de gelo. Em seguida, foram
adicionados 200 ul de soro fetal bovino (Cultilab, BR) gelado e 100 ul de &cido tri-cloro
acético (TCA) 50% para a precipitacdo das proteinas. Os tubos foram agitados vigorosamente
no vortex durante 2 minutos e centrifugados (10000 rpm por 3 minutos, microcentrifuga). Por
fim, 360 ul do sobrenadante foram transferidos para tubos de contagem e a deteccdo da
radiacdo foi realizada em cintilador de fase sélida Wizard (2470 Wallac Wizard™ automatic
gamma counter). A atividade da enzima desiodase tipo 2 foi expressa em fmoles T4/min.mg

ptn.
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4.9 Funcao do co-transportador sodio/iodeto (NIS)

A determinagdo da funcdo do co-transportador sédio/iodeto (NIS) foi realizado como
previamente descrito por Lima et al. (2006). Para avaliar a atividade do NIS in vivo usando a
medicdo da captacao de radioiodo pela tireoide, sem a influéncia da reacdo de organificacéo
do iodo realizado pela atividade da TPO, os animais receberam 100 pL de Na-**I (250.000
dpm) e apds 15 minutos da administracdo intraperitoneal os animais foram eutanasiados, a
glandula tireoide foi removida, pesada e levada para contagem em cintilador de fase sélida
Wizard (2470 Wallac Wizard™ automatic gamma counter). A atividade do NIS foi expressa

em porcentagem do total de *?I injetado por mg de tireoide.

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. A andlise
estatistica empregada na comparacdo dos resultados foi realizada com a utilizacdo do
programa de analises estatisticas Graphpad Prism (Graphpad Software, Inc., San Diego,
USA), sendo analisado por analise de variancia univariada paramétrica, seguido de teste de
comparacao multipla de Bonferroni. Os dados de TSH sérico foram analisados por variancia
univariada ndo paramétrica, Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparacdo mdaltipla de

Dunn. As diferencas foram consideradas significativas quando P< 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variacéao do peso corporal

Os animais apresentaram uma diminuicgdo significativa no ganho de peso corporal apos
privacéo de sono por 24h, 96h e 96h com rebote de 24h (PSP24, 5,71 + 4,31g; PSP96, -10,62
+ 11,09g; PSP96R, -17,33 £ 5,629, respectivamente). O periodo de sono rebote apenas
normalizou o ganho de peso corporal apos 24 horas de privacdo de sono (PSP24R, 29,5 +
13,22g), a restricdo de sono por 21 dias e esta com rebote também diminuiu
significativamente o ganho de peso corporal destes animais (RS21, 10,54 + 10,28g; RS21R,
6,93 + 10,01g) em relacdo ao grupo controle (C, 52,80 = 6,31g), como mostra a Figura 8.
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Figura 8. Variacdo de peso corporal dos animais nos grupos: Controle, privado de sono paradoxal por
24 horas (PSP24), privado de sono paradoxal por 24 horas com periodo de rebote de 24 horas
(PSP24R), privado de sono paradoxal por 96 horas (PSP96), privado de sono paradoxal por 96 horas
com periodo de rebote de 24 horas (PSP96R), restritos de sono por 21 dias (RS21) e restritos de sono
por 21 dias com periodo de rebote por 24 horas (RS21R) n = 13 por grupo. Letras diferentes
identificam médias que diferem significativamente (p<0.05).
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5.2 Niveis séricos de corticosterona

Os niveis séricos de corticosterona foram analisados em ratos controles (C, n=5), privados
de sono paradoxal por 24h (PSP24, n=5) ou 96h (PSP96, n=3), PSP por 96h com sono rebote
de 24h (PSP96R, n=5), restritos de sono por 21 dias (RS21, n=3) e estes com rebote (RS21R,
n=3). A corticosterona sérica aumentou significativamente apenas no grupo de privagdo de
sono paradoxal por 24h (192, 8 £27,82 ng/mL) em relagcdo ao grupo controle (71,15 + 22,29
ng/mL), ndo havendo diferencas significativas entre os grupos C, PSP96, PSP96R, RS21 e
RS21R (Figura 9).
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Figura 9. Niveis séricos de corticosterona nos grupos: Controle, privado de sono paradoxal por 24
horas (PSP24), privado de sono paradoxal por 96 horas (PSP96), privado de sono paradoxal por 96
horas com periodo rebote de 24 horas (PSP96R), restritos de sono por 21 dias (RS21) e restritos de
sono por 21 dias com periodo rebote por 24 horas (RS21R) n = 5 por grupo. Letras diferentes
identificam médias que diferem significativamente (p<0.05).
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5.3 Peso da Tireoide

Tanto o peso relativo quanto o peso absoluto da glandula tireoide ndo foram
significativamente diferentes entre os grupos de PSP e de RS em relacdo ao grupo controle
(Figural0).
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Figura 10. Peso absoluto da tireoide (A) e 0 peso relativo da tireoide (B) (peso da tireoide em
mg/peso do animal em @) nos grupos: Controle, privado de sono paradoxal por 24 horas (PSP24),
PSP24 com periodo rebote de 24 horas (PSP24R), privado de sono paradoxal por 96 horas (PSP96),
PSP96 com periodo rebote de 24 horas (PSP96R), restritos de sono por 21 dias (RS21) e RS21 com
periodo rebote de 24 horas (RS21R)n = 13 por grupo.
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5.4 Dosagem sérica de T3

O T3 sérico aumentou significativamente tanto nos grupos privados de sono por 24 ou 96
horas (PSP24, 120.1 + 5.642; PSP96 116.9 £ 3.407 ng/dl) quanto no grupo restrito de sono
por 21 dias (RS21, 111,5 + 2,93 ng/dl) em relacdo ao grupo controle (93,00 £ 2,16 ng/dl). O
periodo de sono rebote ndo foi capaz de normalizar essa diminuigdo, assim, 0S grupos que
tiveram periodo rebote apresentaram T3 sérico significativamente maior (PSP24R, 108.6 +

3,98; PSP96R, 117,8 £ 2,66; RS21R, 112,4 + 2,52 ng/dl) que o controle (Figura 11).
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Figura 11. Niveis séricos de T3 nos grupos: Controle, privado de sono paradoxal por 24 horas
(PSP24), privado de sono paradoxal por 24 horas com periodo de rebote de 24 horas (PSP24R),
privado de sono paradoxal por 96 horas (PSP96), privado de sono paradoxal por 96 horas com periodo
de rebote de 24 horas (PSP96R), restritos de sono por 21 dias (RS21) e restritos de sono por 21 dias
com periodo de rebote por 24 horas (RS21R) n = 13 por grupo . Letras diferentes identificam médias
que diferem significativamente (p<0,05) entre si.
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5.5 Dosagem sérica de T4

O T4 sérico diminuiu significativamente na privacdo de sono paradoxal tanto de 24
horas (3,82 + 0,15 pg/dl) quanto na de 96 horas (4,56 + 0,31 pg/dl) e o periodo de sono rebote
somente normalizou os valores de T4 na privacdo de sono de 24 horas (PSP24R, 5,53 £ 0,15
pg/dl), permanecendo o T4 diminuido no grupo PSP96 com sono rebote (PSP96R, 4,59 +
0,18 pg/dl), todos em relacdo ao grupo controle (5,30 + 0,15 pg/dl). Em contrapartida, a
restricdo de sono por 21 dias (grupo RS21) e o0 sono rebote apds esse tempo de restricdo

(RS21R), ndo alterou os niveis séricos de T4 (Figura 12).

T4(ug/dL)

Figura 12. Niveis séricos de T4 nos grupos: Controle, privado de sono paradoxal por 24 horas
(PSP24), privado de sono paradoxal por 24 horas com periodo de sono rebote de 24 horas (PSP24R),
privado de sono paradoxal por 96 horas (PSP96), privado de sono paradoxal por 96 horas com periodo
rebote de 24 horas (PSP96R), restritos de sono por 21 dias (RS21) e restritos de sono por 21 dias com
periodo de sono rebote por 24 horas (RS21R) n = 13 por grupo. Letras diferentes identificam médias
que diferem significativamente (p<0,05) entre si.
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5.6 Dosagem sérica de TSH

Os niveis séricos de TSH diminuiram significativamente na privacdo de sono
paradoxal de 24 horas (PSP24, 0,61 £ 0,07 ng/dl), na privacdo de sono paradoxal por 24 horas
com rebote (PSP24R, 0,67 + 0,12 ng/dl) e na privacdo de sono paradoxal de 96 horas (PSP96,
0,73 £ 0,14 ng/dl) comparados ao grupo controle (1,69 % 0,13 ng/dl). O periodo de sono
rebote somente normalizou essa diminuicdo na privacdo de sono paradoxal de 96 horas
(PSP96R, 1,61 + 0,10). O TSH sérico dos animais restritos de sono por 21 dias e estes com
periodo rebote ndo foi significativamente diferente (RS21, 1,95 + 0,16 e RS21R, 1,70 + 0,19
ng/dl) do grupo controle (Figura 13).
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Figura 13. Niveis séricos de TSH nos grupos: Controle, privado de sono paradoxal por 24 horas
(PSP24), privado de sono paradoxal por 24 horas com periodo de rebote de 24 horas (PSP24R),
privado de sono paradoxal por 96 horas (PSP96), privado de sono paradoxal por 96 horas com periodo
de rebote de 24 horas (PSP96R), restritos de sono por 21 dias (RS21) e restritos de sono por 21 dias
com periodo de rebote por 24 horas (RS21R) n = 13 por grupo. Letras diferentes identificam médias
que diferem significativamente (p<0,05) entre si.
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5.7 Desiodase tipo 2 no tecido adiposo marrom

A atividade da D2 no tecido adiposo marrom (TAM) foi analisada em ratos controles
(C, n=6), privados de sono paradoxal por 24h (PSP24, n=10) ou 96h (PSP96, n=5), PSP por
96h com sono rebote de 24h (PSP96R, n=5), restritos de sono por 21 dias (RS21, n=5) e estes
com rebote (RS21R, n=5). A atividade D2 aumentou significativamente no TAM dos animais
privados de sono paradoxal por 24 ou 96 horas (PSP24, 14,35 + 2,12; PSP96, 11,79 + 2,41 ;
PSP24 14,35 = 2,12 fmoles T4/min.mg ptn) em relacdo ao controle (1,69 = 0,29 fmoles
T4/min.mg ptn), como mostra a Figura 14.
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Figura 14. Atividade da desiodase tipo 2 (D2) no tecido adiposo marrom (TAM) dos grupos:
Controle, privado de sono paradoxal por 24 horas (PSP24), privado de sono paradoxal por 96 horas
(PSP96), privado de sono paradoxal por 96 horas, com periodo de rebote de 24 horas (PSP96R),
restritos de sono por 21 dias (RS21) e restritos de sono por 21 dias com periodo de rebote por 24 horas
(RS21R) n = 5 por grupo. Letras diferentes identificam médias que diferem significativamente
(p<0,05) entre si.

34



5.8 Desiodase tipo 2 na hipofise

A atividade da D2 na hipofise foi analisada em ratos controles (C, n=5), privados de
sono paradoxal por 24h (PSP24, n=10) ou 96h (PSP96, n=5), PSP por 96h com sono rebote
de 24h (PSP96R, n=5), restritos de sono por 21 dias (RS21, n=5) e estes com rebote
(RS21R, n=5). A atividade D2 na hipofise diminuiu significativamente no grupo de
privacao de sono por 24 horas (PSP24, 3,55 + 0,13 fmoles T4/min.mg ptn) em relacdo ao
grupo controle (5,44 + 0,56 fmoles T4/min.mg ptn), ndo havendo alteracdo quando a
privacdo era feita por 96 horas ou quando os ratos eram restritos de sono por 21 dias.
Entretanto, o sono rebote de 24 horas levou a um aumento significativo da atividade da
desiodase tipo 2 no TAM, tanto apds privacao de sono por 96 horas (PSP96R, 3,51 + 0,28
fmoles T4/min.mg ptn) quanto apos a restricdo de sono por 21 dias (RS21R, 3,30 £ 0,28
fmoles T4/min.mg ptn) comparados ao grupo controle (Figura 15).
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Figura 15. Gréafico mostrando a atividade da D2 na hipofise nos grupos: Controle, privado de sono
paradoxal por 24 horas (PSP24), privado de sono paradoxal por 96 horas (PSP96), privado de sono
paradoxal por 96 horas, com periodo de rebote de 24 horas (PSP96R), restritos de sono por 21 dias
(RS21) e restritos de sono por 21 dias com periodo de rebote por 24 horas (RS21R) n = 5 por grupo.
Letras diferentes identificam médias que diferem significativamente (p<0,05) entre si.
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5.9 Funcéo do co-transportador sodio/iodeto

A atividade do co-transportador sédio/iodeto foi avaliada na tireoide de ratos controles
(n=8), privados de sono paradoxal por 24 (PSP24, n=8) ou 96 horas (PSP96, n=8), privados
de sono submetidos ao periodo de sono rebote de 24 horas (PSP24R, n=8 e PSP96R, n=8).
N&o houve diferenga significativa na atividade do co-transportador sédio/iodeto entre os

grupos estudados (Figura 16).
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Figura 16. Atividade do co-transportador sodio/iodeto na tireoide dos grupos: Controle, privado de
sono paradoxal por 24 horas (PSP24), privado de sono paradoxal por 24 horas com periodo de rebote
de 24 horas (PSP24R), privado de sono paradoxal por 96 horas (PSP96), privado de sono paradoxal
por 96 horas com periodo de rebote de 24 horas (PSP96R) n = 8 por grupo.
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Muitos trabalhos relatam modulacdo da funcdo tireoidea apds diversos tipos de fatores
estressores cronicos e agudos, tais estudos tentam entender melhor o funcionamento do
mecanismo de feedback negativo, responsavel pela regulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
tireoide (Olivares et al.,2011). Os hormonios tireoideos sao classicamente conhecidos por
exercer um papel importante no crescimento, diferenciacdo e metabolismo, dessa forma,
alteracbes nas suas concentracBes tem sido relacionadas com doencgas psiquiatricas e
distdrbios do comportamento sexual (Helmreich et al., 2005). Alguns estudos demonstram
que tanto o fator estressor, quanto duracdo, se relacionam com altera¢6es da funcdo tireoidea,
no entanto estes estudos ndo sdo conclusivos, por exemplo, Takanuve et al. (1994)
demonstraram que estresse por choque leva a diminui¢do dos niveis séricos dos horménios
tiredideos, por outro lado este mesmo protocolo causou um aumento destes hormoénios no
trabalho de Cizza et al. (1996).

O estresse por privacdo de sono paradoxal é capaz de aumentar 0s niveis séricos de
corticosterona (Andersen et al., 2004, 2005; sucheki et al, 2005), a influéncia da
corticosterona na modulacdo da funcéo tireoidea tem sido estudada extensivamente nos
ultimos anos, Kakucksa e Lechan (1995) demonstraram que a administragdo de
glicocorticdides é capaz de inibir o eixo tireoideo a nivel hipotalamico e hipofisario, bem
como inibir a conversao de T4 a T3 perifericamente (Bianco, et al., 1987), controversamente,
0 aumento dos niveis de corticosterona leva a um aumento da atividade simpética, um dos
principais fatores de aumento da atividade desiodase tipo 2 (D2), principal enzima ativadora
do hormdnio tireoideo, aumentando a conversdo de T4 a T3 perifericamente (Gereben et. al.,
2005).

O principal achado do nosso trabalho foi observar que a modulacdo da funcéo
tireoidea é diferente em casos agudos de privacao de sono paradoxal e crénicos de restricdo de
sono. Poucos trabalhos avaliam a modulacéo da funcdo tireoidea ap6s estresse de privacao de
sono. Apenas um trabalho estuda a importancia dos horménios tireoideos utilizando a mesma
metodologia que nds usamos para a privacdo de sono paradoxal, no entanto o enfoque do
trabalho é diferente ja que eles comparam ratos eutireoideos com ratos tireoidectomizados
(Salin-Pascual et al., 1997). Os trabalhos que observam a influéncia da privacdo de sono na
funcdo tireoidea utilizam uma metodologia diferente para a privacdo do sono e/ou é feita a
privacdo do tempo total de sono (Bergman et al.,1987; Everson et al.,1994, Everson et al.,
2002, Everson et al.,2004; Balzano et al., 1990).
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Tem sido demonstrado que a privacdo de sono paradoxal bem como a restricdo de
sono aumenta a atividade simpatica, consequentemente a taxa metabolica, seguido por uma
diminuicdo do ganho de peso corporal (Sucheki, et al 2005). Nosso trabalho corrobora com
esses dados, uma vez gque observamos, em ratos machos, uma diminuicdo significativa no
ganho de peso corporal tanto na privagéo de sono paradoxal quanto na restricdo de sono. O
periodo de sono rebote de 24 horas s6 foi capaz de normalizar o ganho de peso corporal apds
24 horas de privacdo de sono, assim, apesar do T3 sérico elevado, parece que agudamente a

atividade do sistema simpatico é normalizada o que possibilita 0 ganho de peso normal.

Em nosso trabalho ndo observamos alteracfes do peso absoluto e relativo da glandula
tireoidea, nem da funcdo do co-transportador sddio/iodeto (NIS) na membrana basal, assim,
apesar do TSH ser um potente estimulador de crescimento e proliferacdo da célula folicular e
aumentar a captacdo de iodeto através deste transportador, a diminui¢cdo do TSH sérico que
encontramos nos animais privados de sono por 24 ou 96 horas nédo foi capaz de afetar o peso

glandula e nem a atividade do NIS.

Ao avaliarmos os niveis séricos dos horménios tireoideos, detectamos uma diminuicéo
significativa do T4 na privacao de sono por 24 e 96 horas, 0 que pode ser uma consequéncia
direta da menor concentragdo de TSH sérico encontrado nestes animais, ndo havendo
alteracdo do T4 na restricdo de sono por 21 dias, correlacionado também com niveis séricos
normais de TSH. O periodo de sono rebote nestes grupos normalizou o T4 apds 24 horas de
privacdo de sono, como neste grupo o TSH sérico esta diminuido, é provavel que esta
normalizacdo ocorra por uma diminuicdo na conversdo periférica T4 a T3, 0 que torna muito
importante a analise da atividade da desiodase tipo 1 e tipo 2 nestes animais. N0Ss0S
resultados em relacdo ao T4 corroboram com o trabalho de Everson et al. (2004) e
Baumgartner et al. (1986), que também observaram uma diminuigdo dos niveis séricos do

T4, no entanto, Everson et al. (2004) ndo encontraram alteraces nos niveis de TSH.

Por outro lado, observamos T3 sérico aumentado na privacdo de sono por 24 e 96
horas, na restricdo de sono por 21 dias e nos seus respectivos grupos com sono rebote; como o
horménio tireoideo regula positivamente a taxa metabdlica basal, estimula a lipdlise, e 0 seu
excesso esta associado ao aumento do catabolismo proteico, este aumento do T3 pode estar
associado a diminuicdo no ganho de peso corporal que observamos no nosso trabalho, alem
disso, este aumento dos niveis séricos do T3 também pode estar associado a um possivel

aumento da atividade da desiodases tipo 1 que é conhecida classicamente como a principal
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enzima responsavel pela geracdo do T3 plasmatico (Gerebem et. al., 2005). Os dados
relacionados a sintese e secrecdo do T3 ainda sdo bem controversos, Bergman et al.,(1987) e
Everson et al. (2002) ndo observaram diferencas significativa nos niveis séricos de T3
enquanto Everson et al.,(1995) relataram uma diminuicdo dos niveis séricos deste hormonio,
ambos os dados contradizem nossos resultados, uma vez que observamos o aumento do T3
tanto em casos agudos quanto cronicos de privagdo de sono, essas diferencas podem estar

relacionadas a diferenca na metodologia de privacdo de sono utilizada.

Sabe-se que a diminuicdo sérica de T4 leva ao aumento da expressdo de receptores
para TRH na adeno-hipdfise, aumentando a secre¢do de TSH, e também diminui o aporte
nuclear de T3, 0 que estimula a transcricdo génica de TSH e TRH, caracterizando o
mecanismo de feedback negativo (Kimura, 2008), no entanto, em nosso trabalho a diminuicéo
dos niveis de T4 na privacdo de sono ndo foi capaz de causar aumento do TSH sérico, pelo
contrario, 0 TSH sérico diminuiu na privacdo de sono, e, diferentemente do que foi
observado nos resultados de T4, o periodo de sono rebote sé foi capaz de normalizar os
valores de TSH na privagdo de sono de 96 horas. Esta falha no mecanismo de feedback
negativo pode estar relacionada ao fato de que muitos tipos de estresse estimulam a
transmissdo adrenérgica (Chaouloff et al., 1993) que pode aumentar a atividade da D2 no
sistema nervoso central. Em nosso modelo de estresse, podemos extrapolar para uma possivel
modulacdo positiva da D2 no hipotadlamo, dado ja relatado por Fekete e Lechan (2007) no
caso de infeccdo. Esse aumento da D2 causaria um hipertireoidismo local e consequente
inibicdo dos neurbnios TRH hipofisiotrépicos, essa seria uma possivel explicacdo para a
supressdo do eixo hipotalamo-hipoéfise e tireoide encontrada em nosso estudo, mas também
ndo podemos descartar uma possivel acdao supressora do eixo pelos glicocorticéides. Apesar
de muitos trabalhos demonstrarem que na privacao de sono os niveis de corticosterona estao
aumentados (Andersen et al., 2004, Sucheki et al., 2005; Alvarenga et al, 2008), na restricdo
de sono estes dados sdo controversos (Sucheki et al., 2005). O aumento dos niveis de
corticosterona que nos detectamos na privacdo de sono por 24 horas pode estar modulando
negativamente o eixo hipotalamo-hipofise-tireoide, diminuindo o RNAmM do TRH e,
consequentemente, a liberagdo de TSH (Dana et al., 2005), o que pode explicar o menor TSH
sérico que encontramos nesses animais, além disso, no nosso trabalho, 0s niveis séricos
normais de corticosterona nos ratos restritos de sono por 21 dias se correlaciona com o TSH

também normal.
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Estudos relacionando a producdo periférica do T3 através da atividade das
iodotironinas desiodases, ainda sdo muito contraditérios. Balzano et al.,(1990), utilizando a
metodologia das plataformas giratorias, analisaram a atividade da desiodases tipo 2, e
observaram o aumento desta atividade no tecido adiposo marrom (TAM), corroborando com
nossos resultados, pois demonstramos o0 aumento da atividade da D2 neste tecido nos casos de
privacdo de sono seletiva. O aumento desta atividade pode estd associado ao aumento dos
niveis séricos de corticosterona que ocorre ap0s privacdo de sono paradoxal, como
demonstrado por Hipldide e Suchecki (2006) e confirmado por n6s no grupo de privacdo de
sono por 24 horas. O aumento dos niveis de corticosterona pode levar a um aumento da
atividade simpatica que é conhecida por ser uma via ativadora da atividade D2 no TAM
(Bianco, 2005). Este aumento da atividade D2 no TAM de ratos privados de sono por 24 ou

96 horas pode contribuir para 0 maior T3 sérico detectado nesses animais.

Balzano et al. (1990), utilizando a metodologia dos discos giratérios de privacdo de
sono total, ndo observaram diferencas significativas na atividade da D2 na hipdfise, diferente
do que foi observado em nosso trabalho, ja que encontramos uma diminui¢do da atividade D2
hipofisaria no grupo privado de sono por 24 horas, entdo, apesar da diminuicdo do T4,
observamos diminuicdo da D2 na hipdfise, explicado pelo seu papel no mecanismo de
feedback negativo. Christoffolete et al. (2006) demonstraram, usando uma linhagem de célula
tumoral de camundongo TaT1, que a taxa absoluta de perda de atividade da D2 induzida por
T4 é compensado pelo efeito combinado de reativacdo e uma alta taxa de sintese de D2, como
resultado, um aumento no T4 rapidamente causa aumento na producdo de T3 mediada pela
D2 hipofisaria e supressdo da expressdo do gene TSHp, explicando o mecanismo de feedback
do TSH mediado por T4. Assim, a producdo de T3 mediada por D2 hipofisaria é baixa em
concentragOes baixas de T4 e alta em altas concentragdes do T4. A restri¢cdo de sono por 21
dias ndo foi capaz de alterar a atividade da D2 na hipdfise, que pode ser relacionado ao T4
normal nesses animais; no entanto, o periodo de sono rebote destes grupos foi capaz de
diminuir esta atividade, o que diminuiria o aporte nuclear de T3, estimulando a transcrigdo
génica de TSH, sugestivo de um mecanismo compensatdrio durante o rebote para manutencao
dos niveis de TSH normais. Fica claro a necessidade de avaliarmos melhor a atividade da D2
no sistema nervoso central onde ja esta bem descrito sua atividade em hipéfise, hipotalamo,
hipocampo e outras regides (Bianco, 2005). Assim, podemos associar essas contradicdes a
diferenca entre as metodologias e 0s protocolos experimentais, uma vez que nossa
metodologia s6 priva ou restringe apenas a fase REM do sono enquanto 0s outros trabalhos

40



que associam a funcéo tireoidea com a privacdo de sono utilizam uma metodologia que priva

0 tempo de sono total.

Podemos concluir que existe uma diferenca na modulacdo da funcéo tiredidea entre
casos seletivos e cronicos de privacdo de sono, uma vez que observamos diminui¢do nos
niveis de T4 e TSH séricos apenas nos casos seletivos, mas ndo nos casos crénicos de
restricdo de sono paradoxal. Nés também observamos diferencas entre a atividade da D2 no
tecido adiposo marrom e na hipofise entre estes dois modelos de privacéo de sono. Por outro
lado, o T3 aumentou tanto na privacdo quanto na restricdo de sono paradoxal, isso pode ser
explicado pela diferenca na modulacdo da atividade da D2 em estresse agudo e cronico
(Bianco et al, 2005), no entanto estudos posteriores Serdo necessarios para que pPOSsamos
esclarecer melhor em que momento o estresse por privagdo de sono atua perifericamente e/ou

centralmente na modulacéo da funcdo tireoidea bem como na atividade da D2.
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6 CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados, podemos concluir que a modulacdo da funcgéo
tiredidea é diferente em relacdo a privacdo de sono seletiva e crénica em ratos, uma vez que
na privagdo de sono por 24 ou 96 horas, observamos aumento da corticosterona e do T3
séricos, menor ganho de peso corporal, diminuicdo dos niveis séricos de T4 e TSH,
diminuicdo da atividade desiodase tipo 2 na hipofise e aumento da atividade desta enzima no
tecido adiposo marrom, enquanto que na restricdo de sono por 21 dias as alteracdes

observadas se restringiram apenas ao aumento do T3 sérico e menor ganho de peso corporal.

Neste estudo também avaliamos o efeito do sono rebote por 24 horas, sendo claro que
a sua influéncia também ¢é diferente perante situacbes de privacdo de sono paradoxal ou
restricao de sono, pois o rebote consegue normalizar os niveis séricos de T4 e o ganho de peso
corporal na privacdo de sono por 24 horas, e normaliza os valores de TSH ap6s 96 horas de
privacdo, mas apos periodo cronico de privacdo de sono, seu Unico efeito é a diminuigdo da
atividade desiodase tipo 2 na hipdfise. Estudos posteriores serdo necessarios para
esclarecermos o0 mecanismo responsavel pela supressdo do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide
na privagdo de sono paradoxal, além de tentarmos elucidar o papel das enzimas desiodases na

regulacdo da funcéo tireoidea durante a privagéo de sono paradoxal e a restri¢cdao de sono.
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