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RESUMO

NASCIMENTO, Cristine de Paula. Estudo da funcdo tireoidea, metabolismo
extratireoideo das iodotironinas e papel dos hormdnios gonadais femininos em ratas
submetidas a privacdo de sono paradoxal. 2014. 79p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Fisioldgicas), Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2014.

O impacto da privagdo de sono sobre o sistema enddcrino e a influéncia dos
horménios sexuais femininos nas alteracbes causadas pela privacdo de sono tem sido
estudados, porém o efeito da privacdo sobre a funcdo tireoidea ainda ndo foi avaliado em
mulheres. Nosso objetivo foi estudar o efeito da privacdo de sono paradoxal (PSP) e do sono
rebote de 24 horas sobre a fungéo tireoidea e atividade das desiodases tipo 1 (D1) e 2 (D2) de
fémeas intactas e ovariectomizadas (Ox). Ratas Wistar intactas e ovariectomizadas (200-
250g) foram submetidas a PSP pela metodologia das plataformas multiplas modificada. Ratas
intactas foram distribuidas em Controle; PSP por 24 (PSP24) ou 96 horas (PSP96) e seus
respectivos rebotes de 24h (PSP24R e PSP96R), enquanto ratas Ox foram distribuidas em
Falsa-operada (FO), Ox, Ox PS por 24 (OxPS24) ou 96 horas (OxPS96) e seus respectivos
rebotes de 24h (OxPS24R e OXPS96R). As fémeas foram submetidas a eutandsia no mesmo
dia e o sangue foi coletado para analise de T3, T4, TSH, estradiol, progesterona e
corticosterona por Radioimunoensaio. Figado, rim, tireoide e hipdfise foram coletados para
avaliacdo da atividade D1 e tecido adiposo marrom (TAM), hipofise e hipocampo para D2. A
captacdo de iodeto pela tireoide ap6s 15min ou 2h da administracdo de iodeto marcado
(Nal'®) foi utilizada para a anélise da atividade in vivo do co-transportador Na*l" (NIS) e
tireoperoxidase (TPO), respectivamente. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
comité de ética da UFRRJ N° 23083.000948/2012-30. Observamos perda de peso corporal e
aumento da glandula adrenal nas ratas intactas e castradas submetidas a 24 e 96h de PSP. A
PSP provocou aumento do T3 e diminui¢do do TSH em ratas intactas, sendo apenas o TSH
normalizado pelo rebote; enquanto as ratas Ox demonstraram diminui¢cdo do T4 (OxPS96) e
declinio progressivo do T3 ao longo do tempo de privacdo. A atividade do NIS e TPO nao
alteraram ap06s PSP nas intactas. A corticosterona ndo sofreu alteracdo ap6s PSP, apesar do
aumento de peso da glandula adrenal nas ratas Ox. A PSP provocou aumento da atividade D2
no TAM, normalizada pelo rebote, e na hipofise em ratas intactas e Ox. J& a atividade da D1
hepatica, renal e tireoidea aumentou em ratas intactas PSP, havendo normalizacdo pelo rebote
no rim e tireoide; enquanto ratas OXPS demonstraram reducdo da D1 hepatica e tireoidea e
aumento na D1 renal e hipofisaria. Em concluséo, a privacdo de sono de 24 e 96h provocaram
alteracdes na funcdo tireoidea de ratas intactas e castradas. Sugerimos que o aumento da
atividade da D1 e D2 observado ap6s PSP esteja contribuindo para a manutencdo do T3
sérico, enquanto a reducdo do T4 e declinio progressivo do T3 observado nas ratas castradas
evidenciam a importancia dos hormdnios sexuais femininos na manutencao dos niveis de T4
em ratas privadas de sono. O efeito normalizador do sono rebote sobre a atividade D1 parece
ser dependente de hormdnios gonadais femininos, mas independente no caso de horménios
tireoideos e D2.

Palavras-chave: Hormonios tireoideos, lodotironina desiodase tipo 1 e 2, atividade do
NIS e TPO.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Cristine de Paula. Study of thyroid function, iodothyronine deiodinase
activity and the role of female sexual hormones in female rats subjected to paradoxical
sleep deprivation. 2014. 79p. Dissertation (Master Science in Physiology Science), Instituto
de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014.

The effects of sleep deprivation in endocrine system and the influence of ovarian
hormones in this effect have been studied. However, sleep deprivation effects on thyroid
function have not been reported in women. The purpose was to evaluate how paradoxical
sleep deprivation (PSD) and sleep rebound affects the thyroid function and type 1 (D1) and 2
(D2) iodothyronine deiodinases activity of intact and ovariectomized (Ox) females rats. Intact
and Ox female Wistar rats (200-250g) were subjected to PSD by modified multiple platform
method. Intact females rats were distributed into 5 groups: Control; intacts subjected to 24
(PSD24) or 96 hours of PSD (PSD96); and respective sleep rebound of 24 hours (PSD24R
and PSD96R) and ovariectomized in 6 groups: Sham-operated (FO), Ox, Ox subjected to 24
hours (OxPS24) or 96 hours of PSD (OxPS96) and respective sleep rebound of 24 hours
(OxPS24R and OxPS96R). The animals were euthanized on the same day and blood and
tissues were collected. Serum concentrarion of T3, T4, TSH, estradiol, progesterone and
corticosterone as well as liver, kidney, thyroid and pituitary D1 activity and brown adipose
tissue (BAT), pituitary and hippocampal D2 activity have been examined. Serum hormones
were determined by radioimmunoassay . The measurements of thyroid radioiodide (**I-Na)
uptake was done 15min and 2h after radioiodide administration for the analysis of the
(sodium-iodide symporter) NIS and (thyroperoxidase) TPO in vivo activities, respectively. All
the procedures were aproved by ethics committee of UFRRJ, N° 23083.000948/2012-30.
Intacts and Ox female rats subjected to 24 and 96 hours of PSD showed significant body
weight loss and increased adrenal weight. PSD produced increased T3 and decreased TSH in
intact female and there were rebound effects only TSH; while Ox rats showed reduced
T4(PSP96) and progressive decline T3 level. Activity NIS and TPO were unchanged after
PSD in intact female rats. There were no differences in serum corticosterone in spite of
increased adrenal weight in Ox. D2 activity was increased in TAM and pituitary after PSD
and only BAT activity was normalized by period rebound. D1 activity was increased in liver,
kidney and thyroid after PSD in intacts female rats, in addition thyroid and kidney activity
was normalized by rebound. D1 activity was decreased in liver and thyroid and increased in
kidney and pituitary after PSD in Ox rats. Our findings indicated that PSD affects thyroid
function in intact and castrated females. The increase in D1 and D2 activity after PSD might
contribute to maintain serum T3 in intact rats. Furthermore, the decreased T4 and progressive
decline T3 level showed in Ox confirm the importance of ovarian hormones to normal serum
T4 in female rats which was subjected to PSD. Moreover, ovarian hormone might to be
important to normalize the effect of sleep rebound in D1 activity but not in HT and D2
activity.

Key words: Thyroid hormones, Type 1 and 2 lodothyronine Deiodinase, NIS and
TPO activity.
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1 INTRODUCAO

O sono é um estado vital e complexo, caracterizado por processos ativos e altamente
organizados, que encontra-se dividido em dois estagios distintos: sono ndo-REM (sono de
ondas lentas) e sono REM (sono paradoxal), sendo o0 ndo-REM, subdividido em quatro fases.
Estes estagios sdo bem definidos por padrbes eletroencefalograficos e alternam-se
ciclicamente durante uma noite de sono, configurando alteragdes nos diferentes sistemas e
funcdes fisiologicas que irdo acompanhar estes ritmos.

A importancia do sono para o organismo pode ser evidenciada através das
consequéncias da sua privacdo, a qual pode desencadear diversas alteracdes endocrinas,
metabolicas e comportamentais em humanos e animais. Além disso, a prevaléncia de
distdrbios de sono e a reducdo do tempo de sono devido ao trabalho, estudo e/ou atividades
sociais na sociedade moderna, justificam o interesse sobre as respostas dos diversos eixos
enddcrinos e 0s mecanismos de controle da homeostase apds privacdo de sono aguda e
cronica.

Sabe-se que varios aspectos do funcionamento organico sdo controlados pelo sistema
nervoso e enddcrino e que estes sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase do meio
interno e capazes de originar respostas apropriadas do organismo frente as alteracdes
ambientais. A privacdo de sono é frequentemente considerada um tipo de estresse. Diversos
estudos em animais demonstram, atraves de diferentes metodologias, que a privacdo de sono é
capaz de ativar 0s principais eixos do estresse provocando alteracGes fisioldgicas
caracteristicas desta ativacdo, além de alteracfes no comportamento sexual e agressivo, niveis
de ansiedade, memoria, dentre outras.

Poucos estudos tém demonstrado as implicacBes da privacdo de sono na funcéo
tireoidea e 0s poucos existentes utilizaram diferentes metodologias e séo realizados
predominantemente com machos, certamente devido a grande interferéncia da ciclicidade
estral de fémeas. Porém, a influéncia dos horménios gonadais nos eixos hipotalamo-hipé&fise-
tireoide e hipotalamo-hipd6fise-adrenal, incluindo a relacdo entre estes dois, tem sido
demonstrada. A presenca de dimorfismo sexual no padrédo de sono normal e nas alteragdes
enddcrinas causadas pela privacdo de sono, bem como na funcdo tireoidea evidencia a
importancia do estudo com homens e mulheres, ou machos e fémeas.

Os hormonios tireoideos (HT) sdo essenciais para diversas funcdes nos seres vivos. O
T3, horménio biologicamente ativo, é responsavel pela acdo bioldgica dos HT e, portanto, 0
controle de sua disponibilidade é fundamental para a funcdo normal destes hormoénios nos
tecidos. Este controle pode ser realizado pelas enzimas iodotironinas desiodases tipo 1 e 2 que
estdo distribuidas nos diferentes tecidos centrais e periféricos em humanos e animais. Elas
atuam ativando ou inativando os HT através de desiodaces no anel externo (D1 e D2) ou
interno (D1) dos HT, originando T3, que é o horménio ativo, ou rT3 ou T2, que sdo
biologicamente inativos, respectivamente. Deste modo, torna-se crucial o estudo do eixo
hip6fise-tireoide bem como o metabolismo das desiodases que irdo atuar no controle dos
niveis séricos e teciduais de T4 e T3, permitindo assim a acdo adequada dos HT no
organismo.

No presente trabalho, objetivamos abordar as implica¢des de dois diferentes tempos de
privacdo de sono paradoxal, além da eficiéncia do sono rebote sobre a funcgdo tireoidea e
atividade das desiodases em fémeas. O efeito da privacdo de sono paradoxal também foi
avaliado em ratas castradas visando esclarecer a participacdo dos hormdnios sexuais
femininos nas alteracdes observadas na funcao tireoidea apés privacao de sono paradoxal.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Sono

Em mamiferos, o sono e a vigilia sdo dois estados fisioldgicos regulados basicamente
por dois processos: circadiano e homeostatico (BORBELY, 1982). O sono e a vigilia, bem
como outros comportamentos e atividades fisioldgicas, apresentam periodicidade circadiana
de aproximadamente 24 horas. Nos mamiferos, o ndcleo supraquiasmatico do hipotalamo
anterior é a estrutura responsavel pela geracdo dos ritmos bioldgicos, dentre eles o ciclo
vigilia-sono. A luz é um importante sincronizador dos ritmos circadianos (ciclo claro/escuro)
e também esté ligada a fase ativa do ritmo circadiano em alguns animais (seres humanos) e a
fase inativa em outros (ratos e camundongos) (KANDEL, 2000). Além do ciclo claro-escuro,
a temperatura corporal também influencia estes ritmos. Em humanos, a temperatura é maior
durante o dia e declina gradualmente durante a noite (SZYMUSIAK, 2005). O ndcleo
supraquiasmatico também é responsavel pela regulacdo dos ciclos alimentares, atividade
locomotora e hormonal, possibilitando uma coordenacdo integrada das funcbes bioldgicas
(CHOU et al., 2003).

Além do circadiano, o ciclo vigilia-sono € regulado homeostaticamente de modo que o
acumulo do débito de sono, ou seja, quanto maior o tempo de vigilia, mais se acumula a
necessidade de dormir, até 0 momento em que a pressdao homeostatica € maxima e ocorre o
episodio de sono (DEMENT, 1960; BENINGTON et al., 1994).

Na organizacao estrutural basica normal, ha dois tipos de sono: ndo-REM e REM e o
ndo-REM ainda apresenta-se subdividido em fases: fase 1, 2, 3 e 4. O sono é definido, tanto
em seres humanos e animais, através do eletroencefalograma (EEG), que registra a atividade
elétrica de grandes grupos de neurdnios corticais; o eletromiograma (EMG), através do
registro de células musculares; e o eletrooculograma (EOG), que registra a atividade dos
masculos responsaveis pelo movimento horizontal dos olhos (LOOMIS et al., 1937;
DEMENT; KLEITMAN, 1957), como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Padrfes das ondas de eletrooculograma (EOG), eletromiograma (EMG) e eletroencefalograma (EEG)
durante a vigilia, nas quatro fases do sono ndo REM e no sono REM. Adaptado de Kandel 4%dicéo.

2.2 Vigilia

Durante a vigilia, o eletroencefalograma (EEG) é dessincronizado, caracterizado por
ondas beta, ou seja, ondas de alta frequéncia e baixa amplitude na faixa de 14-30 Hz
(STERIADE, 2003).
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2.3 Sono ndo-REM

O sono ndo-REM (do inglés, non-rapid eye moviment) € caracterizado por EEG
sincronizado, marcado por ondas de alta amplitude e baixa frequéncia. Durante a fase 1, a
consciéncia do ambiente externo desaparece gradualmente e o EEG desacelera, com
oscilacbes predominando na faixa de 4-7 Hz (ondas theta). A Fase 2 é caracterizada pela
perda completa da consciéncia e o aparecimento do complexo K no EEG. Nos estagios 3 e 4,
comumente denominado de sono profundo, o EEG ¢é caracterizado pelo aparecimento das
ondas delta (1-3 Hz), e estes estagios também sdo conhecidos como sono de ondas lentas
slow-wave sleep). O Aumento da intensidade do sono é definido por um aumento na
amplitude e incidéncia de ondas delta no EEG durante o sono ndo-REM (STERIADE, 2003).
Em alguns animais, todo o sono ndo-REM € conhecido como sono de ondas lentas
(KANDEL, 2000).

O sono ndo-REM é marcado pela diminuicdo das atividades neural, taxa metabolica,
temperatura corpérea, atividade simpatica, pressao arterial e frequéncia cardiaca, porém, nesta
fase ndo ocorre atonia muscular (RECHETSCHAFFEN; SIEGEL, 2000).

2.4 Sono REM

O sono REM (do inglés, rapid eye moviment) €é caracterizado por EEG
dessincronizado, marcado por ondas de alta frequéncia e baixa amplitude. O EOG reflete os
movimentos rapidos dos olhos e EMG evidencia atonia muscular. Este estagio também é
denominado de sono paradoxal porque apresenta uma intensa atividade cortical semelhante a
da vigilia, porém associada a atonia muscular. Em roedores, a existéncia da atividade de
ondas theta hipocampal (4-8 Hz) é uma importante caracteristica deste estadgio (KOCSIS;
KAMINSKI, 2006). Em humanos, ondas theta também foram detectadas durante o sono
REM, porém a esta atividade ndo é continua durante esta fase (CANTERO et al., 2003).

Em seres humanos, um episodio de sono inicia-se com a fase 1 do ndo-REM,
progredindo até a fase 4 e finalmente, 0 sono REM. No entanto, individuos ndo permanecem
no estagio REM ao longo da noite e os estagios ndo-REM e REM védo se alternando
ciclicamente (KANDEL, 2000; CARSKADON; DEMENT, 2005). Nos seres humanos, 0
comprimento do ciclo inicial do sono ndo-REM até o REM € de cerca de 90-110 minutos.
Estes ciclos (ndo-REM e REM) geralmente se repetem de quatro a seis vezes por noite e ao
longo desse processo, a duragdo das fases 3 e 4 do sono de ondas lentas diminui, enquanto o
comprimento do sono paradoxal aumenta (KANDEL, 2000). O sono ndo-REM constitui cerca
de 75 a 80% do tempo total de sono, enquanto o REM 20 a 25% (KANDEL,2000;
CARSKADON; DEMENT, 2005). As oscilacdes entre os diferentes estagios de sono estdo
demonstradas na Figura 2.
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Figura 2. Esquema demonstrativo dos diferentes estagios do sono que ocorrem ao longo do ciclo vigilia-sono e
as alteracBes observadas em humanos durante a infancia até a fase adulta. Adaptado de Kandel, 4°edicéo.

Vale ressaltar que o padrdo de sono muda continuamente e consideravelmente com a
idade. Desde a infancia até a idade adulta observamos altera¢cGes na forma como o sono é
iniciado, o tempo gasto em cada estagio e a eficiéncia do sono. Em humanos, o sono diario
diminui drasticamente de um pico de 17-18 horas no recém-nascido a 10-12 horas aos 4 anos
de idade e depois declina gradualmente até uma duracdo estavel de 7-8,5 horas aos 20 anos de
idade (KANDEL, 2000). Nos recém-nascidos, os periodos de sono sdo descontinuos (ADAIR;
BAUCHNER, 1993; ROFFWARG et al., 1966) e o inicio do sono ocorre no estdgio REM
(JENNI; CARSKADON, 2000; DAVIS et al., 2004). Este padrdo diferenciado do sono ocorre
porque os ritmos circadianos ainda ndo foram estabelecidos (DAVIS et al., 2004), e estes so
comecam a surgir aproximadamente aos 2 a 3 meses de idade, caracterizando um padrdo de
sono normal (SHELDON, 2002). Pessoas mais velhas normalmente apresentam aumento de
distdrbios do sono, apresentando declinio e deficiéncia na qualidade do sono, provavelmente
devido a uma progressiva diminui¢do do sono de ondas lentas (DIJK et al., 2000; ANCOLI-
ISRAEL, 2005; REYNOLDS et al., 1985).

2.5 Neurofisiologia do sono

A descoberta dos ciclos de sono despertou consideravel interesse pelos mecanismos
neurais envolvidos na geracdo e manutengdo do ciclo vigilia-sono. O desenvolvimento de
novas tecnologias possibilitou a conquista de grandes progressos a respeito das circuitarias
responsaveis pela vigilia, sono nd0-REM e REM (HIPOLIDE, 2007).

Em 1949, Moruzzi e Magoun demonstraram que a ativacdo do prosencéfalo e cortex
cerebral durante a vigilia seria mediada por um conjunto de vias ascendentes que se originam
no tronco encefélico superior (sistema de ativagdo reticular ascendente). Atualmente, sabe-se
que varias populacdes neuronais medeiam a ativacdo cortical durante a vigilia (sistemas
ativadores da vigilia) através de projecOes para o tdlamo e prosencéfalo basal (SAPER et al.,
2005). Dentre os componentes mais importantes desse sistema estdo 0s neur6énios colinérgicos
do peddnculo pontino (PPT) e nucleo tegmental latero-dorsal (LDT) da porcdo lateral do
tegmento pontino (LEVEY et al.,, 1987). O PPT e LDT enviam projecGes colinérgicas
excitatdrias para os nacleos tadlamo-cortical e reticular. Além disso, a populacdo de neurénios
ndo-colinérgicos (em grande parte GABAEérgicos) se misturam com neurdnios colinérgicos
no prosencéfalo basal que se projetam para o cortex e, em menor grau, o tdlamo, e sdo
igualmente implicados na vigilia (BUZSAKI et al., 1988).
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Grupos celulares monoamineérgicos promotores da vigilia também se projetam para o
tdlamo, hipotalamo lateral, prosencéfalo basal e cortex cerebral (SAPER, 1984). Esse sistema
monoaminérgico inclui neurbnios noradrenérgicos do locus coeruleus, neurbnios
dopaminérgicos da substancia cinzenta periaquedutal ventral, neurdnios serotoninérgicos dos
nucleos dorsal e medial da rafe mesencefalica e neurbnios histaminérgicos do nucleo
tuberomamilar (SAPER et al.,2005). Em geral, esses neurdnios apresentam mais disparos
durante a vigilia do que durante o sono ndo-REM enquanto que durante 0 REM praticamente
ndo exibem atividade, evidenciado o papel crucial destas regibes para a ativagdo cortical
presente na vigilia (CHEMELLI et al., 1999; MOCHIZUKI et al., 2004).

Assim, projecdes de neurdnios colinérgicos, monoaminérgicos e produtores de orexina
do hipotalamo lateral atuam de forma coordenada no sistema de excitacdo durante a vigilia e,
para que 0 sono ocorra torna-se necessario a inibicéo destes circuitos. Estudos tem revelado o
papel critico do nucleo pré-optico ventrolateral (VLPO) na inibicdo destes circuitos de
excitacdo durante o sono (SHERIN et al., 1996), ja& que neurbnios do VLPO sdo ativos
durante o sono (LU et al.,, 2000). Acredita-se que este regido, por meio de neurbnios
GABAérgicos, enviam projecGes inibitdérias aos neurbnios relacionados a vigilia
(STEININGER et al., 2001).

No sono paradoxal, caracterizado pela intensa atividade elétrica e metabdlica, a area
responsavel pelos eventos fisiologicos ocorridos nesta fase é a regido dorsal da formacéo
reticular mesencefalica e pontina (nucleos tegmental latero-dorsal e pedunculo pontino) e a
area ventral do locus coeruleus. A area reticular pontina lateral e bulbar medial apresenta alta
taxa de disparo neuronal durante esse estagio do sono, enquanto que exibem pequena ou
nenhuma atividade durante o sono ndo-REM e vigilia (HENLEY; MORRISON, 1974).

Diante das intensas alteracGes nas funcdes bioldgicas que ocorrem durante todo o ciclo
vigilia-sono, os multiplos mecanismos envolvidos nestes eventos fisioldgicos ainda requerem
mais investigacGes. Ndo se acredita que o controle do ciclo vigilia-sono seja exercido por
apenas uma regido. A contribuicdo de inimeros estudos neurofisiolégicos (neuroanatémicos e
neurofuncionais) € fornecer informacgdes consideraveis sobre as principais regides cerebrais
envolvidas na vigilia e nos estagios do sono.

2.6 Sono e regulagdo hormonal

Segundo Steiger (2003), a avaliacdo da atividade enddcrina constitui-se como um dos
métodos para 0 estudo do sono em vaérias espécies, incluindo humanos, juntamente com o
eletroencefalograma (EEG), evidenciando a importancia do componente enddcrino no ciclo
vigilia-sono.

O sono exerce um efeito modulador importante na maioria dos componentes do
sistema endocrino e padrdes distintos na secrecdo de diversos hormonios sdo observados ao
longo do periodo de sono (ANDERSEN; BITTENCOURT, 2007).

A concentracdo plasmatica de horménio do crescimento (GH) atinge seu pico 90
minutos apds o inicio do sono e, portanto este pico esta diretamente relacionado com 0 sono
de ondas lentas (estagios 3 e 4 do sono ndo-REM) (TAKAHASHI et al.,1968). Em relagdo ao
género, estudos tém demonstrado dimorfismo sexual na secrecdo de GH. Em homens, o pulso
de liberacdo de GH apds o inicio do sono é geralmente 0 maior e muitas vezes o Unico pulso
secretorio em 24 horas, enquanto nas mulheres os pulsos sd&o mais frequentes, ocorrendo
pulsos ao longo do ciclo circadiano além daqueles durante o sono (VAN CAUTER, 2005).

A concentracdo de cortisol normalmente atinge os valores maximos nas primeiras
horas da manha (4-8 horas), declinando durante o dia até apresentar 0s menores niveis no
inicio do sono (FOLLENIUS et al.; 1992). Na segunda metade da noite, momento que ha um
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predominio do sono REM, ocorre um discreto aumento na concentracdo sérica deste
hormonio até atingir o pico pela manh, proximo ao horério de acordar (FRIESS et al., 1995).

A secrecdo de prolactina demonstra um padrdo sono-dependente evidenciada por altas
concentragfes durante o sono e reduzida concentracdo durante a vigilia. Apesar da relagéo
com 0 sono, a secrecdo ndo esta associada a um estagio especifico (VAN CAUTER, 2005).

Em humanos, um ritmo circadiano distinto tem sido descrito para a tireotrofina ou
horménio tireotrofico (TSH). As concentracBes de TSH estdo reduzidas durante o dia e
aumentadas a noite, atingindo valores méaximos préximos ao inicio do sono. Uma acgdo
inibitéria do sono sobre a secrecdo de TSH é evidenciada pelo declinio gradual de TSH
durante a noite de sono, atingindo valores minimos nas primeiras horas da manhd (LUCK et
al., 1976; PARKER et al., 1987; BRABANT et al., 1990; VAN CAUTER; TASALI, 2011).

Também podemos observar uma relacdo da libera¢do dos horménios gonadais durante
as fases do sono. Em homens, as concentrac@es de testosterona sdo baixas durante o inicio do
sono e apresentam niveis maximos nas primeiras horas da manhd (EVANS et al., 1971,
LEJEUNE et al., 1987).

Por outro lado, diversos hormonios e peptideos sdo conhecidos pela sua participacdo
na regulacdo do sono. O Hormdnio liberador do horménio de crescimento (GHRH) é um
hormb6nio com atividade promotora do sono. Apds administracdo sistémica e central em
animais de laboratério, 0 GHRH aumentou o sono de ondas lentas (EHLERS et al., 1986;
OBAL et al.,1988), o que também foi confirmado em humanos, além de promover o0 aumento
da secrecdo de hormonio do crescimento (GH) e diminuicéo do cortisol (KERKHOFS et al.,
1993; MARSHALL et al., 1999; PERRAS et al., 1999).

A GHrelina, que é um importante secretagogo de GH em humanos e roedores, também
pode atuar promovendo o sono (ARVAT et al.,, 2001). Como o GHRH, este horménio
promoveu aumentou do sono de ondas lentas e secrecdo GH em homens jovens. Além disso,
0s niveis de horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e cortisol também estavam aumentados
apos administracdo da GHgrelina (WEIKEL et al., 2003).

O Horméonio liberador de corticotrofina (CRH) também pode influenciar o sono em
humanos e roedores. Em ratos, a administracdo intracerebroventricular promoveu diminuicao
do sono de ondas lentas (EHLERS et al., 1986) e ap6s 72h de privacdo de sono, o CRH
diminuiu o sono de ondas lentas, prolongou o periodo de laténcia do sono e aumentou 0 REM
(MARROSU et al., 1990). Em humanos, a administracdo pulsatil intravenosa promoveu
diminuicdo do sono de ondas lentas e do REM, com elevados niveis de cortisol (HOLSBOER
et al., 1988).

Em humanos, a infusdo continua (BORN et al., 1991) e administragdo pulsatil
intravenosa de cortisol aumentou o sono de ondas lentas e reduziu o REM (FRIESS et al.,
1994).

E bem definido que os horménios sexuais influenciam o sono e o ciclo circadiano
(HALL et al., 2005) configurando uma série de diferengas no padrdo de sono normal entre
homens e mulheres, em humanos e animais.

Em humanos, mulheres de meia-idade apresentam mais sono de ondas lentas quando
comparadas com homens de mesma idade (REYNOLDS et al., 1985) porém, homens gastam
mais tempo no estagio 1 do sono (BIXLER et al., 1984) e apresentam maior nimero de
despertares (KOBAYASHI et al., 1998), apesar das mulheres relatarem maiores dificuldades
para dormir e mais distdrbios do sono do que homens (LINDBERG et al., 1997; OHAYON et
al., 1997; ANCOLI-ISRAEL, 2000).

Bright & Fishbein (1987), utilizando camundongos Swiss-Webster, demonstraram que
fémeas passaram mais tempo em sono paradoxal do que machos durante o dia em um ciclo
claro/escuro de 12/12h, enquanto que machos apresentaram mais sono de ondas lentas durante
a noite quando comparadas com fémeas. Fang et al. (1988) observaram padrdo oposto nas
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diferencas sexuais em relacdo ao sono paradoxal em ratos, demonstrando aumento do sono
paradoxal em machos. Em ratas ovariectomizadas, Deurveilher et al. (2009) demonstraram
que a reposicdo hormonal com estradiol ou estradiol e progesterona foi capaz de diminuir
sono ndo-REM e REM.

2.7 Dimorfismo sexual no padréo de sono

Os diversos trabalhos que relatam diferencas no padrdo de sono entre homens e
mulheres (BRIGHT; FISHBEIN, 1987; FANG et al.,, 1988; REYNOLDS et al., 1985;
BIXLER et al., 1984; LINDBERG et al., 1997; OHAYON et al., 1997; ANCOLI-ISRAEL,
2000) sugerem que os hormonios sexuais podem desempenhar um papel importante na
regulacao do sono.

Estudos demonstram que estas influéncias podem ocorrer tanto durante o
desenvolvimento quanto na idade adulta. E bem conhecido que a diferenciacdo do sistema
nervoso, bem como as diferencas comportamentais entre homens e mulheres, depende da
exposicao perinatal aos androgenos ou a auséncia deles. Varias descobertas sugerem que as
diferengas sexuais no sono paradoxal podem ser controladas por andrégenos durante o
desenvolvimento (ANDERSON et al.,, 1986; BEATTY, 1979; GOY; MCEWEN, 1985;
WARD, 1984; WEISZ, 1982).

Em camundongos, o estresse pré-natal é capaz de alterar a secrecdo perinatal de
testosterona provocando alteragdes no comportamento sexual e no cérebro do macho adulto
(ANDERSON et al., 1986; BEATTY, 1979; GOY; MCEWEN, 1985; WARD, 1984; WEISZ,
1982) e esta interferéncia provoca inversédo do padrdo de sono dos machos para o padréo
feminino, mas ndo tem nenhum efeito sobre o padrdo de sono nas fémeas (FISHBEIN;
BRIGHT, 1987). Em camundongos machos, a castracdo neonatal foi capaz de aumentar o
sono paradoxal cujo efeito pode ser revertido com a administracdo neonatal de testosterona, o
que ndo foi visualizado quando a administracdo foi realizada na idade adulta. Além disso, a
administracdo neonatal de testosterona também diminui o sono paradoxal em fémeas (YANG,;
FISHBEIN, 1995).

2.8 Hormonios tireoideos
2.8.1 Sintese dos hormonios tireoideos

A glandula tireoide é um dos maiores 6rgdos enddcrinos, composta por dois lobo
unidos por um istmo de parénquima glandular. A unidade funcional da glandula é o foliculo,
formado por uma camada Unica de células foliculares tireoidianas (tiredcitos), cujo interior é
preenchido por coldide. A tireoide é responsavel pela sintese e secrecdo da 3,5,3°,5 -
tetraiodotironina (tiroxina ou T4) e, em menor quantidade, de 3,5,3 -triiodotironina (T3). Os
horménios tireoideos (HT) sdo importantes para o crescimento e desenvolvimento normais
(GREENSPAN, 1994), desempenham papel fundamental no metabolismo, além de serem
necessarios para a fungdo normal de quase todos os tecidos (YEN, 2001). O T3 é considerado
0 hormonio biologicamente ativo devido a sua maior afinidade dos receptores de hormonio
tireoidianos (TR) por T3. O mecanismo molecular dos HT ocorre, classicamente, através de
sua ligacdo a estes receptores nucleares que, por sua vez, se ligam ao DNA, alterando a
expressao génica de diferentes genes nas células alvos e, consequentemente, modificando
fungdes nos diversos tecidos (LAZAR, 2003).

A sintese dos HT depende de vaérias etapas: sintese de tireoglobulina (Tg) e seu
transporte e exocitose para a luz folicular; transporte do iodeto pela membrana basal (atraves
do co-transportador Na*-I, NIS); oxidacdo do iodeto, iodagdo dos residuos tirosil da Tg e
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acoplamento das iodotirosinas (monoiodotirosina, MIT e diiodotirosina, DIT) assim
formadas, cujos processos séo catalisados pela enzima tireoperoxidase (TPO). O acoplamento
de uma molécula de MIT com uma de DIT forma T3, enquanto o acoplamento de duas
moléculas de DIT forma T4. Além disso, a ligacdo do hormonio tireotréfico ou
tireoestimulante (TSH) ao seu receptor é requerida para que a sintese hormonal ocorra de
forma eficiente (LARSEN et al., 1998).

Ap0s sintetizados, os HT sdo captados pelas células através de tranportadores de
membrana. Diferentes transportadores especificos tem sido identificados, incluindo o
transportador de monocarboxilato 8 (MCT8), MCT 10 e polipeptideos transportadores de
anions organicos 1C1 (OATP1C1). O MCT8 e 10 sdo expressos em Varios tecidos, onde
realizam o transporte de T3, T4, rT3 e T2 através das membranas celulares; OATP1C1 é
expresso predominantemente no sistema nervoso central e transporta preferencialmente T4
(HEUER; VISSER, 2009).

A sintese e secre¢do dos HT é modulada por um sistema de feedback negativo que
envolve hipotalamo, hipofise e tireoide. O Hormonio liberador de tireotrofina (TRH)
sintetizado pelo nucleo paraventricular do hipotdlamo, age nas ceélulas tireotroficas da
hipdfise, estimulando a producéo e liberacdo de hormonio tireotréfico ou tireotrofina (TSH).
O TSH € o principal modulador da sintese e secrecdo dos hormonios tiredideos. Os HT
regulam negativamente a secrecdo de TRH e TSH (YEN, 2001).

2.8.2 Co-transportador Na'l” (NIS) e tireoperoxidase (TPO)

Como visto acima, a captacdo de iodeto realizada pelo NIS (do inglés: sodium iodide
symporter, co-transportador Na'l) é um dos processos requeridos para a sintese dos
horménios tireoidianos. O NIS é uma proteina de membrana localizada na superficie basal e
basolateral do tiredcito, onde o transporte do iodeto é realizado através de um processo ativo.
Como a concentracdo de iodeto é maior dentro da célula folicular, a captacdo do iodeto
extracelular ocorre contra um gradiente eletroquimico, de modo que para a entrada de um
atomo de iodeto (I") sdo requeridos o transporte de 2 ions sddio (Na*) para fora do foliculo
(WOLFF, 1998; DE LA VIEJA et al., 2000).

Além do NIS, a tireoperoxidase (TPO) é uma enzima que apresenta papel crucial na
biossintese dos HT. A TPO catalisa a oxidacdo de iodeto, a incorporacdo do iodo oxidado aos
residuos tirosina da molécula de tireoglobulina (TG) formando o MIT e DIT (organificacdo
do iodo) e o acoplamento de iodotirosinas (MIT e DIT) para a sintese de T3 e T4 (TAUROG,
2000).

Alguns estudos demonstram relacdo entre NIS e TPO e 0s hormdnios gonadais,
porém os resultados ndo sdo conclusivos. O estrogénio pode influenciar a funcdo tireoidea
através da estimulacdo da secrecdo de TSH ou pela acdo direta deste horménio nos tiredcitos
(FURLANETTO et al., 1999; CHEN; WLAFISH, 1978 e 1978a, CHRISTIANSON et al.,
1981; FISHER; D’ANGELO, 1971; LISBOA et al., 1997), o que tem sido evidenciado pela
presenca de receptores de estrogénio na tireoide de humanos e ratos (HIASA et al., 1993 e
1993a; BANU et al., 2002). Boccabella & Alger, 1984 demonstraram aumento da captagéo de
iodeto radioativo pela tireoide apos administracdo de estradiol em fémeas ovariectomizadas e
hipofisectomizadas, evidenciando um efeito direto do hormdnio sexual na tireoide, ou seja,
independente do TSH. Lima et al. (2006) demonstraram aumento da atividade do NIS
(captagdo do iodeto) e da TPO (organificacdo do iodo) em ratas ovariectomizadas tratadas
com estradiol, acompanhadas de niveis séricos inalterados de TSH, comprovando novamente
uma acéo direta do estradiol na glandula tireoide. Em contrapartida, Furlanetto et al. (1999)
demonstraram reducdo da expressdo do gene do co-transportador Na'I” (NIS) assim como da
captacdo de iodeto em células FRTL-5 da tireoide tratadas com estradiol.
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2.8.3 Controle da concentracao sérica dos hormdnios tireoideos

Diferentemente do T4, que € gerado exclusivamente pela tireoide, a maior parte do T3
sérico é produzida pela desiodacao periférica do T4 (ST. GERMAIN; GALTON, 1997). Esta
desiodacdo é catalisada por enzimas desiodases, presentes em todos os vertebrados, que
podem ativar 0 T4 e inativar 0 T4 e T3, dependendo da acdo no anel fenolico ou tirosilico.
Estas transformacdes metabolicas dos HT ocorrem em diferentes tecidos periféricos e regulam
os efeitos biologicos destes hormdnios (BIANCO et al., 2002).

A monodesiodacdo do T4 é caracterizada pela retirada do atomo de iodo do anel
externo (fendlico) ou interno (tirosilico). A desiodacdo do anel externo, que origina T3, €
conhecida como via bioativadora; enquanto a monodesiodagdo nas posi¢des 5 ou 3 do anel
tirosilico, ou anel interno, a via bioinativadora porque origina rT3 e 3,3’-T2 a partir de T4 e
T3, respectivamente (KOHRLE, 1999; BIANCO et al., 2002).

Baseado em diversos fatores, como analise 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 foi, ainda, identificada,
a desiodase tipo 3 (D3), que catalisa a desiodacdo no anel interno de T4 e T3, produzindo
3,3",5 -triiodotironina (reverso-T3, rT3) e 3,3’-diiodotironina (T2) respectivamente, 0s quais
parecem ndo ter atividade biolégica (BIANCO et al., 2002). A esquematizacdo das
desiodagdes dos HT catalisada pelas enzimas desiodases tipo 1, 2 e 3 sdo demonstradas na
Figura 3.
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Figura 3. Representacdo esquematica da cascata de desiodacdo das iodotironinas. Vias de ativacdo ou
inativacdo das iodotironinas pelas enzimas desiodases tipo 1 (D1), 2 (D2) e 3 (D3). Bianco et al., 2002.
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Diferentes fatores podem provocar alteracbes nos niveis séricos de HT e estas
alteracGes podem ou néo estar ligadas ao metabolismo das desiodases. Dentre eles, tem sido
demonstrada influéncia dos hormonios sexuais (LIMA et al., 2006; MARASSI et al., 2007;
PANTALEAO et al., 2010; LISBOA et al., 1997) e do estresse (BIANCO et al., 1987;
ClZZA et al., 1996; KONDO et al., 1997; SERVATIUS et al., 2000).

2.9 lodotironina desiodase tipo 1 (D1)

Em humanos, a D1 estd presente no figado, rim, tireoide (ISHII et al., 1982) e
hipdfise, ndo sendo detectada atividade D1 no sistema nervoso central (KOENIG, 2005). Em
ratos, a D1 é expressa no figado, rim, sistema nervoso central (SNC), hipofise, intestino,
tireoide e placenta (BIANCO et al., 2002). Em verdade, a D1 estd amplamente distribuida,
havendo maior atividade no figado e rim do que em outros tecidos, como pulmdo, intestino,
musculo esquelético, coracdo, baco, placenta, glandula mamaria, linfocitos, tecido adiposo
branco e marrom, pele e glandula salivar (KOHRLE, 1994; LEONARD; KOHRLE, 1996).

Esta bem definido que em ratos, camundongos e humanos, os HT aumentam 0 mRNA
e/ou a atividade da D1 hepatica, renal e hipofisaria, sendo estes tecidos sensiveis aos niveis de
hormaonios tireoideos, local e circulante (BERRY et al., 1990; KOHRLE, 1999). Na glandula
tireoide, a D1 também é regulada positivamente pelo TSH (ERICKSON et al., 1982;
LEONARD; VISSER, 1986; KOHRLE, 1999). Em condi¢Ges de hipertireoidismo, o aumento
da atividade D1 hepatica, renal e hipofisaria foi observado, enquanto no hipotireoidismo
foram observadas diminuigdo de tais atividades e aumento da atividade D1 tireoidea
(LEONARD:; VISSER, 1986).

H& estudos que sugerem ser a geracdo de T3 plasmaético a partir de T4 a maior
contribuicdo da D1 (principalmente hepatica e renal) em humanos (BIANCO et al., 2002)
enquanto outros demonstram a contribuicdo da D2, presente em diferentes tecidos, para o T3
sérico (MAIA et al., 2005). Em ratos, a D1 catalisa, aproximadamente, metade da producéo
diéria extratireoidea de T3 a partir de T4 em ratos (BIANCO et al., 2002). Além disso, tem
sido sugerido haver uma contribuicdo da D1 tireoidea para o T3 circulante, pelo menos em
ratos, ja que nestes 40% do T3 vém diretamente da tireoide em compara¢do com 20% em
humanos (KOHRLE, 1999).

2.10 lodotironina desiodase tipo 2 (D2)

Em ratos, a atividade D2 é encontrada predominantemente em hipofise, sistema
nervoso central e tecido adiposo marrom (TAM); também é expressa em gbnadas, glandula
pineal e timo de rato, glandula mamaria de camundongo e Utero de rata gravida (GERMAIN,
1994; ST. GERMAIN; GALTON, 1997; BIANCO et al., 2002). Em humanos, a atividade D2
também foi identificada na tireoide, no encéfalo fetal e de adulto, na artéria coronéria, no
coragdo, na medula espinhal, e na placenta, além de, em quantidade menor, no rim e no
pancreas (TANAKA et al.,, 1986; CROTEAU et al., 1996; SALVATORE et al., 1996;
BIANCO et al., 2002).

Na maioria dos tecidos em que € expressa, a D2 é regulada negativamente pelos
horménios tireoideos, sendo o0 T4 e o rT3 inibidores mais potentes que o T3, 0 que mostra nao
ser a diminuicdo na atividade da D2 mediada via receptor de T3 nuclear (LEONARD;
VISSER, 1986).

Estudos demonstraram que a D2 é a principal fonte local de T3 no TAM, sendo
essencial na adaptagdo da termogénese em ratos expostos ao frio (BIANCO; SILVA, 1987,
CARVALHO et al., 1991). Jesus et al. (2001) demonstraram que animais knockout para D2
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expostos ao frio apresentam hipotermia, e apenas sobrevivem devido a um aumento dos
tremores e uma perda aguda do peso corporal, apesar dos niveis plasmaticos normais de T3.

As diferencas especificas na expressdao da D2 entre as espécies indicam que esta
enzima tem func@es espécie-especificas (BIANCO et al., 2002). Parecia ser um consenso que
a principal contribuicdo fisiologica da D2 era originar o T3 intracelular, mas Hosoi et al.
(1999) demonstraram expressao e atividade D2 no musculo esquelético humano, sugerindo
que a D2 poderia ser, também, uma fonte para a producdo de T3 plasmatico em humanos.
Esta hipotese foi confirmada por Maia et al. (2005) os quais sugeriram que a D2 seria a
principal fonte extratireoidea de T3 em humanos eutireoideos. Em contrapartida, Schneider et
al. (2001) observaram, em animais knockout para D2, T4 e TSH séricos elevados, mas T3
sérico normal, mostrando que, pelo menos em camundongos, a D2 ndo seria a principal fonte
de T3 plasmético.

Atualmente, apesar de ndo estar claro os efeitos metabdlicos dos HT nos diferentes
tecidos, o papel crucial das enzimas desiodases para a acdo destes hormdnios tem sido
sugerida. A modulagdo destas enzimas (ativacao ou inativacao) nos diferentes tecidos em que
elas sdo expressas, centrais e periféricos, garantem concentracfes adequadas de HT,
possibilitando que estes exercam seus efeitos metabdlicos adequadamente (BIANCO, 2011).

Estas afirmac0es a respeito do papel crucial das desiodades na fisiologia dos HT tém
sido esclarecida pelos diversos estudos realizados em camundongos geneticamente
modificados com delecdes de genes alvo para desiodase (ST. GERMAIN et al., 2005) e
animais knockout para desiodases em tecidos especificos (FONSECA et al., 2010).

2.11 Privacéo de sono e o sistema endocrino

Apesar de varias hipoteses e teorias sobre as possiveis fungdes do sono, uma Unica
teoria a respeito desse assunto ainda permanece indefinida. Apesar disso, a importancia do
sono € evidenciada dada as consequéncias fisioldgicas de sua privacdo. Portanto, a
necessidade diaria de sono bem como os efeitos adversos da privacdo de sono para os diversos
sistemas bioldgicos tem sido alvo de muitos estudos.

Na sociedade moderna, estilos de vida exigentes tém reduzido a dura¢do do sono
devido a diversos fatores como vida social, luz artificial, trabalho por turnos ou disturbios do
sono (ANDERSEN et al., 2009) e acredita-se que, em relacdo as mulheres, isso pode ser
agravado devido aos cuidados com criancas e tarefas de casa (ANDERSEN et al., 2008).

Em humanos e animais, a privacdo de sono provoca diversas alteracdes. Dentre
elas,podem ocorrer reducdes na eficiéncia do processamento cognitivo, do tempo de reacdo e
da responsividade atencional, além de prejuizos na memoria, aumento da irritabilidade,
alteracbes metabdlicas, enddcrinas, imunoldgicas, quadros hipertensivos, cansa¢o, nauseas,
dores de cabeca, ardéncia nos olhos e diminuicdo da libido (SHEPHARD; SHEK, 1997;
SPIEGEL et al., 1999; BROUWERS; LENDERS, 2000; BONNET; ARAND, 2003).

Em animais, alteragdes metabdlicas e enddcrinas (EVERSON; CROWLEY, 2004;
SUCHECKI; TUFIK, 2000; COENEN; VAN LUIJTELAR, 1985; PATCHEV et al., 1991,
SUCHECKI et al., 2002 e 2003; ANDERSEN et al., 2003, 2004, 20044, 2005, 2006a e 2007,
BERGMANN et al., 1989; EVERSON; REED, 1995; EVERSON; NOWAK, 2002), aumento
da atividade locomotora e do comportamento sexual e agressivo (ANDERSEN et al., 2000,
2002, 2003 e 2009; ARRIAGA et al., 1988; FERGUSON; DEMENT, 1969; FRUSSA-
FILHO et al., 2004; PERRY et al., 2007; TRONCONE et al., 1988; TUFIK, 1981 e 1981a;
TUFIK et al., 1978) bem como alteracdo nos niveis de ansiedade (ANDERSEN et al., 2004a
e 2005; SILVA etal., 2004 e 2004a, SUCHECKI et al., 1998) tem sido demonstradas.

Tradicionalmente, o sistema autbnomo simpatoadrenal e o eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HPA, do inglés: hypothalamic-pituitary-adrenal) sdo considerados os principais
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sistemas neuroendocrinos envolvidos na resposta ao estresse. A ativacdo do sistema nervoso
simpatico resulta na liberagdo de noradrenalina (norepinefrina) das terminagdes nervosas
simpaticas em todo o organismo e secrecdo de adrenalina (epinefrina) a partir da adrenal
(AXELROD; REISINE, 1984; Johnson et al., 1992) enquanto a ativa¢do do eixo HPA induz a
secrecdo do hormonio liberador de corticotropina (CRH) pelo hipotdlamo, que estimula a
secrecdo de horménio adrenocorticotréfico (ACTH) pela hipdfise, e este desencadeia a
liberacdo de glicocorticoides pela adrenal (cortisol em seres humanos ou de corticosterona em
ratos) (STEIGER, 2002; BUCKLEY; SCHATZBERG, 2005).

A metodologia das plataformas mdltiplas de privacdo de sono paradoxal é considerada
uma metodologia de estresse devido a ativacdo de sistemas classicos resultando na secrecéo
de horménios do estresse como a corticosterona (COENEN; VAN LUIJTELAAR, 1985;
PATCHEV et al., 1991; SUCHECKI et al., 2002; ANDERSEN et al., 2004 e 2005) e
catecolaminas (FAROOQUI et al., 1996; ANDERSEN et al., 2005). Koban et al. (2006)
demonstraram aumento progressivo da expressdo de mMRNA de CRH a partir de 5 a 20 dias de
privacao de sono paradoxal enquanto que Fadda e Fratta (1997) relataram aumento dos niveis
de CRH no corpo estriado, areas limbicas e na pituitaria e reducdo no hipotdlamo ap6s 72 h de
privacdo de sono paradoxal. Estes resultados indicam uma possivel ativacdo do eixo HPA,
cujo aumento dos niveis de CRH pode estimular a secrecdo de corticosterona. Diversos
estudos demonstraram aumento dos niveis de ACTH e corticosterona apds 4 dias de PSP
(ANDERSEN et al., 2004b; ANDERSEN et al., 2005; SUCHECKI et al., 1998; SUCHECKI
et al., 2002) e elevacdo da corticosterona a partir de 24 h de PSP (SUCHECKI et al., 1998;
ANDERSEN et al., 2005).

A privacdo de sono € capaz de alterar o eixo HPA e estudos tem demonstrado a
relacdo deste com o eixo hipotadlamo-hipofise-tireoide (HPT, do inglés: hypothalamic-
pituitary-thyroid). Diversos trabalhos sugerem que o estresse pode induzir reducdo dos HT,
porém os resultados ndo sdo conclusivos diante das diferentes metodologias utilizadas.
Estudos utilizando a técnica de imobilizacdo demonstrou tanto aumento (TURAKULOV et
al., 1994) quanto diminuicdo dos niveis de hormoénio tireoidianos (CIZZA et al., 1996).
Bianco et al. (1987) demonstrou niveis séricos inalterados de T4 e diminui¢do dos niveis de
T3 apos 6 e 8 horas de contencdo bem como outros fatores estressantes, como o injecdo de
lipopolissacarideo (KONDO et al., 1997) e choque na cauda (SERVATIUS et al., 2000)
também resultaram na reducéo dos niveis de hormdnios tireoideos.

Considerando os hormdnios gonadais femininos, a reducdo dos niveis de estrogenos,
particularmente na menopausa, esta associada a perturbacbes do sono, depressao,
irritabilidade, ansiedade, disturbios de panico e disfungbes cognitivas (CAMPBELL;
WHITEHEAD, 1997; ARPELS, 1996; SHERWIN et al., 1998). Distarbios do sono, como
insonia, sdo relatados mais freqiientemente por mulheres quando comparadas com homens
(LINDBERG et al.,, 1997) e pesadelos sdo relatados duas vezes mais por mulheres
(OHAYON et al., 1997). Apesar de algumas mulheres ndao apresentarem sintomas pré-
menstruais e insénia secundaria, a insénia e 0s seus sintomas associados frequentemente
ocorrem no inicio da menstruacdo (FREEMAN et al., 2004). Flutuagdes hormonais que
ocorrem durante o ciclo menstrual ou estral podem estar associadas com as variagdes do sono
entre homens e mulheres que ocorrem em humanos e ratos.

Diversos estudos demonstram que a privacdo de sono paradoxal é capaz de alterar 0s
niveis de hormonios gonadais (ANDERSEN et al., 2003, 2004a, 2005b, 2006a, 2007).
Andersen et al. (2004a) demonstraram que a PSP por 96h pelo método da plataforma
multipla, em ratos machos, resulta em uma diminuicdo significativa de testosterona, um
aumento de progesterona e corticosterona, e o periodo de rebote por 24 horas foi capaz de
normalizar as alteracGes da progesterona e da corticosterona. Analisando os niveis de
horménios gonadais ap6s PSP pelo mesmo periodo e metodologia em fémeas, Antunes et al.
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(2008) observaram no grupo submetido a privacdo na fase diestro do ciclo estral, baixos
niveis de estrona e estradiol, e altos niveis de progesterona e corticosterona.

Influéncia dos hormonios sexuais na recuperacdo da privacdo de sono também tem
sido demonstrada. Corsi-Cabrera et al. (2003) relataram, em homens e mulheres, que a
recuperacdo do sono normaliza padrdes eletroencefalograficos apds um periodo de 38 horas
de privacdo de sono paradoxal. Os valores correspondentes ao periodo anterior & privacao
foram atingidos apds uma noite de recuperacdo em homens, enquanto 0 mesmo periodo nédo
foi suficiente para reverter todos os efeitos da privacdo em mulheres; dessa forma, os autores
afirmam a existéncia de mecanismos compensatdrios em mulheres, que adiam a recuperagéo
do sono, sugerindo que as mulheres necessitam de mais sono do que homens para se
recuperarem.

2.12 Privacéo de sono e ciclo estral

O ciclo reprodutivo das ratas é chamado ciclo estral e é caracterizado por 4 fases:
proestro, estro, metaestro (ou diestro 1) e diestro (ou diestro I1). A duracdo média do ciclo é de
4 dias (LONG; EVANS, 1922; FREEMAN, 1988). Em fémeas, cada fase do ciclo apresenta
niveis de hormdnios sexuais distintos (BRANCHEY et al., 1971; HAIM et al., 2003).

Durante o ciclo estral, as concentracdes de prolactina, LH e FSH permanecem baixas e
aumentam na tarde do proestro. Os niveis de estradiol comegcam a aumentar no metaestro,
atingindo niveis maximos durante o proestro, retornando aos valores basais no estro. A
secrecdo de progesterona também aumenta durante metaestro e diestro, seguida de uma
diminuicdo. Depois o0s niveis de progesterona voltam a aumentar para atingir o seu segundo
pico no final do proestro (SPORTNITZ et al., 1999; SMITH et al., 1975).

A citologia vaginal € utilizada para a determinacdo das fases do ciclo estral (LONG;
EVANS, 1922; HOAR; HICKMAN, 1975). A caracterizacdo de cada fase é baseada na
proporcdo entre trés tipos de células observadas no esfregaco vaginal: células epiteliais,
cornificadas e leucécitos. No proestro, o esfregaco vaginal é caracterizado pela
predominancia de células epiteliais nucleadas, no estro é constituido principalmente por
células queratinizadas anucleadas, no metaestro apresenta a mesma proporcdo entre
leucdcitos, células cornificadas e células epiteliais nucleadas e no diestro o esfregaco é
caracterizado pela predominéncia de leucécitos (LONGA; EVANS, 1922; MANDL, 1951).

Algumas evidéncias indicam que as alteraces do sono, em mulheres, estdo associadas
ao ciclo menstrual, o que seria explicado pelas variagbes hormonais que ocorrem durante o
ciclo. Entre as mudancas, estdo incluidas alteracfes na fase 2 do sono de ondas lentas e no
percentual de sono REM ou sua laténcia (LEE et al., 1990. ISHIZUKA et al., 1994; DRIVER
et al.,1996), assim como diminuicdo do sono REM na fase luteal (BAKER et al., 1999).

Em ratos também podem ocorrer alteragdes do sono durante o ciclo estral
(KLEINLOGEL,1975; SCHWIERIN et al., 1998). Foi observada reducdo acentuada na
quantidade noturna de sono ndo-REM e REM na fase do proestro em comparagdo com as
outras fases. O proestro é fase do ciclo estral em que os esterdides ovarianos estdo mais
elevados (COLVIN et al., 1968; ZHANG et al., 1995; SCHWIERIN et al., 1998). Além
disso, a ovariectomia provocou aumento do sono REM e esta alteragcdo foi suprimida pela
reposicdo hormonal, evidenciando a influéncia dos niveis de hormonios gonadais
(DEURVEILHER et al., 2009 e 2011; BRANCHEY et al., 1971; COLVIN et al., 1969;
YAMAOKA, 1980; PAUL et al., 2009; SCHWARTZ; MONG, 2011 e 2013). Em contraste
com estes resultados, Fang e Fishbein (1996) e Andersen et al. 2008 néo relataram alteragoes
no padrdo de sono normal durante o ciclo estral.

Antunes et al. (2006), utilizando a metodologia das plataformas maultiplas, ndo
observaram alteracdes no ciclo estral de fémeas durante os quatro dias de privacdo de sono
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paradoxal, porém observaram a interrupcdo da ciclicidade nos grupos submetidos a privacao
nas fases do proestro e diestro durante a primeira semana do periodo de recuperacéo,
sugerindo efeitos distintos e tardios/duradouros da privacao sobre o ciclo de fémeas.

A técnica da plataforma mdaltipla é conhecida por ser um procedimento estressante
enquanto que em humanos, o estresse provoca efeitos fisioldgicos e comportamentais
adversos (SELYE et al., 1976) e também tem sido descrito como a causa de altera¢cdes no
ciclo menstrual em mulheres (RABIN et al., 1988, GENAZZANI et al., 1991). O estresse
pode alterar a neurotransmissdo e a liberacdo de hormodnios envolvidos na regulacdo da
fisiologia reprodutiva e do comportamento, portanto ndo € surpreendente que ele tenha sido
relatado por afetar a fungdo reprodutiva nas mulheres (GENAZZANI et al., 1991,
ANDERSEN et al., 2005)

Os esterdides gonadais regulam diversos aspectos do eixo HPA. A atividade do eixo
apresenta diferenca entre homens e mulheres, sendo observado, em ratos, maior secrecao de
hormbnio adrenocorticotréfico (ACTH) e corticosterona em fémeas que em machos, em
condicdes basais e de estresse (VIAU, 2002). Os niveis séricos de corticosterona sofrem
influéncia dos hormonios gonadais 0 que se torna evidente pela variagdo da secregdo de
glicocorticdides durante as fases do ciclo estral, apresentando valores mais elevados no
proestro, fase que apresenta altas concentrac6es de hormdnios ovarianos (VIAU; MANEY,
1991; BURGESS; HANDA, 1992; CAREY et al., 1995).

Antunes et al. (2006), além da observacdo da ciclicidade estral, realizaram dosagens
hormonais ao final de 4 dias de privacdo de sono paradoxal e encontraram baixos niveis de
estradiol e estrégeno e altos niveis de progesterona e corticosterona em fémeas submetidas a
privacdo na fase diestro do ciclo estral. Neste mesmo grupo experimental foi observado um
periodo de anestro constante durante 8 dias de recuperacdo, o que poderia ser explicado pelas
alteracdes hormonais verificadas ao final da privacdo. Estas observacdes sugerem que cada
fase do ciclo estral reage de forma diferente quando submetidas a um periodo de privacao de
sono e que a fase diestro parece ser o periodo afetado por esta condicdo de estresse.

2.13 Privagéo de sono, horménios tireoideos e gonadais

Na sociedade moderna, exigentes estilos de vida tém reduzido a duracdo do sono
devido a diversos fatores como vida social, luz artificial, trabalho por turnos, ou disturbios do
sono (ANDERSEN et al., 2009). Os efeitos desta privacdo de sono ainda ndo estdo claramente
definidos, porém estudos tém relacionado a maior ocorréncia de disturbios de sono em
mulheres, quando comparada aos homens (CAMPBELL; WHITEHEAD, 1997; ARPELS,
1996; SHERWIN et al., 1998; LINDBERG et al., 1997; OHAYON et al., 1997).

Vaérios estudos demonstram haver influéncia dos esterdides gonadais sobre a funcao
tireoidea. Estes trabalhos se baseiam na maior incidéncia de disfuncéo tiredidea em mulheres
do que em homens, e no fato de que essas disfuncdes frequentemente aparecem
concomitantemente com mudancas nos niveis endogenos (DONDA et al., 1990).

Diversos estudos demonstram influéncia dos horménios gonadais sobre a funcéo
tireoidea. Marassi et al. (2007) encontraram maiores niveis séricos de T3 e menores niveis de
TSH, demonstrando a presencga de dimorfismo sexual na fungdo tiredidea. A ovariectomia foi
capaz de reduzir os niveis de T4 (PANTALEAO et al., 2010) e T3, o qual foi restaurado com
a reposicdo hormonal (LIMA et al., 2006).

Poucos trabalhos relacionam a influéncia da privacéo de sono sobre a funcéo tireoidea.
Balzano et al. (1990) e Everson et al. (1995) demonstraram diminuigdo dos niveis sericos
totais e livres de T3 e T4 e aumento da atividade da D2 no TAM de ratos machos privados de
sono total pela metodologia dos discos giratorios, e apesar da hipotiroxinemia provocada pela
privacdo de sono, Everson & Reed, (1995) ndo demonstraram alteragcBes na concentracdo de
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TSH. Everson e Nowak (2002) demonstraram, que a privacao do tempo total de sono provoca
aumento da expressao do pré-pro-TRH, mas ndo encontra diferenca na expressao da D2 no
hipotdlamo; no entanto, nestes estudos ndo foi realizada analise sobre as atividades das
desiodases.

Contradizendo os estudos acima, Van Cauter e Tasali (2011), observaram aumento de
até 200% nos niveis de TSH acompanhados de pequeno aumento de T3 e T4 inalterado, apds
uma noite de privacédo de sono total. O T4 sérico aumentou ap6s a segunda noite e os elevados
niveis de TSH declinaram apenas ap6s varios dias de privagdo de sono, sugerindo feedback
negativo dos horménios tireoideos na liberacéo do TSH.

28



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da privacdo de sono paradoxal de 24 e 96h, bem como o efeito do
sono rebote de 24 horas, sobre a funcdo tireoidea e o metabolismo extratireoideo das
iodotironinas em fémeas, além de estudar o papel dos hormdnios gonadais femininos neste
contexto.

3.2 Objetivos especificos

No primeiro momento, estudamos o efeito da privagdo do sono paradoxal sobre a
funcdo tireoidea de fémeas intactas e posteriormente, para avaliarmos a
participagdo/importancia dos hormonios sexuais femininos nos possiveis efeitos da privacdo
de sono sobre a funcéo tireoidea, submetemos fémeas castradas a privacdo de sono paradoxal,
dessa forma, nossos objetivos especificos foram divididos em duas partes, sendo a primeira
com fémeas intactas e a segunda com castradas.

3.2.1 Efeito da privacdo de sono paradoxal sobre a funcdo tireoidea e metabolismo
extratireoideo das iodotironinas em fémeas intactas

Na primeira parte, em ratas intactas submetidas a 24 e 96 horas de privacdo de sono
paradoxal, bem como ao sono rebote de 24 horas, objetivamos avaliar:

e As concentragdes séricas totais de T3, T4 e TSH;

e A atividade da desiodase tipo 1 (D1) no figado, rim, tireoide e hipofise; e tipo 2 (D2)
no tecido adiposo marrom (TAM), hipofise e hipocampo;

e A atividade, in vivo, da tireoperoxidase (TPO) e do cotransportador sédio-iodeto (NIS)
na glandula tireoide;

e Peso corporal e peso das glandulas hipofise, adrenal e tireoide.

3.2.2 Papel dos horménios gonadais femininos nos efeitos da privacdo de sono paradoxal
na funcao tireoidea e metabolismo extratireoideo das iodotironinas em fémeas.

Na segunda parte, em ratas castradas submetidas a 24 e 96 horas de privacao de sono
paradoxal, bem como ao sono rebote de 24 horas, objetivamos avaliar:
e As concentracOes séricas de corticosterona, estradiol e progesterona;
e As concentracOes séricas totais de T3 e T4;
e A atividade da desiodase tipo 1 (D1) no figado, rim, tireoide e hipdfise; tipo 2 (D2) no
tecido adiposo marrom (TAM) e hipofise;
e Peso corporal e peso das glandulas hipéfise, adrenal e tireoide.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Ratas Wistar (200-2509) foram obtidas do biotério da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), mantidas em temperatura controlada (22°C), ciclo claro/escuro de
12h (7 as 19hs), com comida e &gua ad libitum. Todo o protocolo experimental foi aprovado
pelo comité de ética e bem estar animal da UFRRJ, processo N°. 23083.000948/2012-30.

4.2 Citologia vaginal

O esfregago vaginal foi realizado todos os dias de manha entre 09:00h e 10:00h. A
coleta da secrecao vaginal foi realizada com o auxilio de péra e ponteira de plastico contendo
soro fisiolégico (NaCl 0,9%). Para a coleta, a ponteira foi inserida na vagina das fémeas, ndo
profundamente, e o esfregaco vaginal coletado foi colocado na lamina para a posterior
visualizagdo no microscopio éptico. A determinagdo do ciclo foi baseada na presenca de trés
tipos celulares no esfregaco vaginal. A 1dmina de proestro apresenta predominancia de células
epiteliais nucleadas, o estro é constituido por células queratinizadas anucleadas, o metaestro
apresenta a mesma proporcao entre leucécitos, células epiteliais e cornificada e o diestro
apresenta predominancia de leucdcitos (MARCONDES, 2002).

4.3 Cirurgia de castracao

A cirurgia de castragdo (ovariectomia) foi realizada nas fémeas adultas, 21 dias antes
do fim do experimento (MARASSI et al., 2007). Os animais foram previamente anestesiados
com uma combinacdo de Ketamina na dose de 50 mg/kg e Xilazina na dose de 5 mg/kg
intraperitonealmente na mesma seringa, e posteriormente, foi realizada a remocéo bilateral
dos ovérios. Ratas falsa-operadas sofreram todo o estresse cirrgico, sendo as gbnadas apenas
expostas e ndo removidas.

4.4 Protocolo de privacao de sono paradoxal

O protocolo utilizado para a privacdo de sono paradoxal (PSP) foi baseado na
metodologia das plataformas multiplas modificada (Nunes & Tufik, 1994). Para a execucao
do protocolo foram utilizados tanques de 57 x 48 x 21cm e plataformas circulares (6,5 de
diametro). As plataformas foram distribuidas nos tanques (8 a 10 plataformas por tanque) e
estes foram preenchidos com agua. As plataformas ficaram submersas até 1cm abaixo de suas
superficies. Os animais foram colocados no tanque contendo as plataformas (5 a 6 ratas por
tanque) de modo que fosse permitido a movimentagdo dos animais entre elas (Figura 4).
Quando estes animais atingem a fase de sono paradoxal, ocorre a atonia muscular e assim,
eles despertam ao cair na agua. Os animais ficaram no tanque durante todo o tempo do
experimento, exceto para a limpeza diaria do tanque.
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Figura 4. Foto representativa da metodologia as plataformas multiplaé modificada utilizada para a privacdo de
sono paradoxal em nosso estudo.

4.5 Protocolos experimentais

Este estudo foi dividido em dois protocolos experimentais. No primeiro, realizamos o
protocolo de privacdo de sono paradoxal em ratas intactas (ndo-castradas) e no segundo, em
ratas castradas (ovariectomizadas).

No experimento com fémeas intactas, foi realizada a anélise do esfregaco vaginal
durante 10 dias antes do inicio do experimento para o acompanhamento do ciclo estral.
Apenas fémeas com ciclos regulares foram utilizadas (ANDERSEN et al., 2008). A
regularidade do ciclo estral também foi acompanhada durante o experimento. No grupo das
fémeas castradas, foi realizada andlise do esfregaco vaginal antes da cirurgia, para verificar a
regularidade do ciclo estral destes animais. A cirurgia de castracéo foi realizada duas semanas
antes do experimento de privagdo (DEURVEILHER et al., 2009). Uma semana antes do
inicio do experimento os animais foram mantidos na sala de privacdo de sono e trés dias antes
eles foram submetidos & adaptacdo por uma hora nos tanques de privacdo de sono.

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Deurveilher%20S%22%5BAuthor%5D

4.5.1 Primeiro protocolo experimental

Neste protocolo, ratas intactas foram submetidas a dois tempos de privacdo de sono
paradoxal. As fémeas foram randomicamente distribuidas em 5 grupos experimentais:

1- controle, ratas que foram mantidas na sala de experimento, com padrdo de sono
normal;

2- privadas de sono paradoxal por 24 h (PSP24), ratas que permaneceram no tanque de
privacao de sono paradoxal durante 24 h;

3- PSP24 com sono rebote de 24h (PSP24R), ratas que foram mantidas no tanque de
privacdo durante 24h e, ap6s este periodo, puderam dormir livremente por 24h antes da
eutanésia;

4- privadas de sono paradoxal por 96 h (PSP96), ratas que permaneceram no tanque de
privacao de sono paradoxal durante 96h;

5- PSP96 com sono rebote de 24h (PSP96R), ratas que foram mantidas no tanque de
privacdo de sono paradoxal durante 96h e, apds este periodo, puderam dormir livremente por
24h antes da eutanésia (Figura 5).

PSP 9%
PSP 96

Controle
Inicio dia 1 dia 3 dia 4 Eutandsia

Figura 5. Esquema representativo do 1° protocolo experimental. Grupos: Controle, Privadas de sono paradoxal
por 24 horas (PSP24) e 96 horas (PSP96) e estes com sono rebote de 24 horas (PSP24R e PSPI96R).

4.5.2 Segundo protocolo experimental

Neste protocolo, ratas ovariectomizadas foram submetidas a dois tempos de privacao
de sono paradoxal. As fémeas foram randomicamente distribuidas em 6 grupos experimentais:

1- falsa operada (FO), ratas que sofreram apenas estresse cirdrgico e foram mantidas
na sala de experimento, com padréo de sono normal,

2- ovariectomizadas (Ox), ratas que foram gonadectomizadas e mantidas na sala de
experimento, com padrdo de sono normal;

3- Ox e privadas de sono paradoxal por 24 horas (OxPS24), ratas castradas que foram
mantidas no tanque de privacdo de sono paradoxal durante 24 horas;

4- OxPSP24 com sono rebote de 24h (OxPS24R), ratas castradas que foram mantidas
no tanque de privagdo durante 24h e, apds este periodo, puderam dormir livremente por 24h
antes da eutanasia;

5- Ox e privadas de sono por 96 horas (OxPS96), ratas castradas que foram mantidas
no tanque de privacdo de sono paradoxal durante 96 horas;
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6- OxPS96 com sono rebote de 24h (OXPS96R), ratas que foram mantidas no tanque
de privacdo de sono paradoxal durante 96h e, ap0s este periodo, puderam dormir livremente
por 24h antes da eutanasia (Figura 6).

OxPS9%6
OxPS96 R24

Ovariectomizada (Ox)

Falsa operada (FO)
Inicio dial dia 3 dia 4 Eutanasia

Figura 6. Esquema representativo do 2° protocolo experimental.Grupos: Falsa operada (FO), Ovariectomizada
(Ox), Ox e privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24) e 96 horas (OxPS96) e estes com sono rebote de 24
horas (OXPS24R e OxPS96R).

O protocolo de privagdo de sono foi elaborado de modo que todos 0s grupos
experimentais pudessem ser eutanasiados no mesmo dia. O sangue foi coletado e o soro
estocado a -20°C para analise de T4, T3, TSH, estradiol, progesterona e corticosterona pela
técnica de Radioimunoensaio ou Eletroquimioluminescéncia (esta ultima apenas para T3 e
T4). Hipdfise, tireoide, tecido adiposo marrom (TAM), figado, rim e hipocampo foram
retirados e estocados a -70°C para posterior analise da atividade das iodotironinas desiodases
tipos 1 e 2. Foi realizado um experimento separado para avaliacdo da atividade do NIS e da
TPO in vivo na glandula tireoide.

4.6 Concentracao sérica total de T3e T4

No primeiro protocolo experimental (ratas intactas), as concentracdes séricas de T3 e
T4 totais foram analisados pela técnica de Eletrogquimioluminescéncia, com equipamento e
reativos da Roche Diagnostica, realizado no Laboratdrio de Analises Clinicas da Faculdade de
Farmécia (LACFAR) da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

No segundo experimento, as concentracfes séricas de T3 e T4 foram determinadas
com Kits comerciais para RIE de T3 (DLS — 3100 Active®, TX, EUA) e T4 (DLS — 3200,
Active® TX EUA) totais, contendo anticorpos especificos aderidos & parede dos tubos de
polipropileno, e T3 e T4 radiomarcados (**°l). Os demais procedimentos seguiram as
recomendacdes do fornecedor. As amostras foram dosadas em duplicata e a deteccdo da
radioatividade foi determinada em cintilador de fase sélida Wizard (2470 Wallac Wizard™
automatic gamma counter).

Os resultados foram expressos em ng/dl para o T3 e em ug/dl para o T4.

4.7 Concentracao sérica total de TSH
As dosagens séricas de TSH foram realizadas por RIE especifico, utilizando Kit

fornecido pelo National Institute of Diabetes and Kidney Diseases (NIDDK-Bethesda, EUA).
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Este kit é composto por TSH murino purificado para a preparacao das amostras utilizadas na
curva padrdo (0,625 a 25 ng/ml), TSH murino purificado para ser iodado e anticorpo de
coelho anti-TSH murino (1° Ac). A iodacdo da molécula de TSH com '#°I foi realizada em
nosso laboratério, pelo método da cloramina T, conforme previamente descrito (ORTIGA,
1992). O RIE foi realizado pelo método do 2° anticorpo, com adicdo de 6% de
polietilenoglicol. O TSH seérico foi expresso em ng/ml.

4.8 Concentracdo sérica total de corticosterona, estradiol e progesterona

Os niveis sericos de corticosterona, estradiol e progesterona foram analisados através
da técnica de Radioimunoensaio (RIE) com Kit especifico (corticosterona: MP Biomedicals,
NY e estradiol e progesterona: MP Biomedicals, CA). Todo procedimento foi realizado de
acordo com as especificacbes do Kit. A corticosterona, estradiol e progesterona sérica foram
expressos em ng/ml, pg/ml e ng/ml, respectivamente.

4.9 Atividade da 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 (comunicacdo
pessoal).

4.9.1 Processamento dos tecidos

As amostras de figado, rim e tecido adiposo marrom (TAM) foram pesadas em
balanca digital (figado e rim: 25mg e TAM: 40 mg do tecido/ml de tamp&o), assim como
tireoide, hipdfise e hipocampo foram homogeneizados em tampédo sucrose-DTT (0,25 M
sucrose contendo 10 mM DTT ou 20 mM DTT, para determinagéo da atividade D1 ou D2,
respectivamente). Os tecidos foram homogeneizados em gelo utilizando plotter de vidro. Os
homogenatos foram armazenados a - 80°C até o dia do ensaio. Aliquotas de 30 pl 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 padrao.

4.9.2 Purificagdo do rT3-'%1 ou T4-%|

Antes da determinacdo da atividade da D1 ou da D2 em um determinado tecido, o
tracador radioativo foi purificado em virtude do decaimento radioativo e das desiodacdes
espontaneas das iodotironinas marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Para a purificagdo,
foi utilizada uma coluna de 2 cm de Sephadex L20 (Amersham Biosciences) (4 ml de H,O/g
de gel seco) para se obter somente o0 rT3 ou o T4 radioativo presente na solugdo. Uma
aliquota de 70 ul da solucdo de iodotironina marcada foi diluida em 12 ml de H,O Milli-Q e
aplicada a coluna, seguindo uma lavagem com 6 ml de H,O Milli-Q. O rT3 ou T4 marcado foi
eluido nove vezes com 500 ul de solucéo de etanol 70%. O eluato de etanol 70% contendo a
iodotironina foi colhido em nove tubos de vidro, de onde foram retirados 3 ul para contagem
da radiacdo gama. Os tubos com mais de 3.000 cpm/3 pl foram reunidos e guardados a 4°C,
ao abrigo da luz, até o dia seguinte, quando o ensaio foi realizado.
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4.9.3 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) tampéo PE (100 mM fosfato de sddio, 1 mM EDTA, pH 6,9) calculado para obter
um volume total de reagédo de 300 pl;

2) dithiotreitol (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) o0 homogenato tecidual (D1: volume calculado para conter 15 pg de proteina por
figado, rim e tiredide e 150 pg de proteina da hipofise; D2: volume calculado para conter 50
ug de proteina do TAM e 15 ug de proteina da hipofise e hipocampo).

A adicdo de 50 pl (50000 cpm) do rT3-'*1 ou 100 ul (100000 cpm) do T4-**°I em
todos os tubos iniciou a reacdo. Durante 60 minutos para D1 ou 180 minutos para D2, os
tubos foram incubados a 37°C. 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) e 100 ul de acido tri-cloro acético (TCA) 50% para a precipitacdo das
proteinas. Os tubos foram agitados vigorosamente no vortex durante 1 minuto e centrifugados
(10000xg 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 da D1 foi expressa em picomoles de rT3/ min.mg de ptn e da D2 em fentomoles de
T4/ min.mg de ptn.

4.10 Atividade da tireoperoxidase (TPO) in vivo

Para analise da atividade da TPO in vivo, injetamos por via intraperitoneal 100ul de
iodeto radioativo Na-1'?* (25000 CPM) e os animais foram submetidos & eutanasia 2 horas
apos esta administracdo (FERREIRA et al., 2005; LIMA et al., 2006). A glandula tireoide foi
retirada e levada para contagem no cintilador de fase sélida Wizard (2470 Wallac Wizard™
automatic gamma counter). A atividade da TPO foi expressa em porcentagem do total de I
injetado por mg de tireoide (% I/mg Tir).

4.11 Atividade do transportador soédio iodeto (NIS)

Para analise da atividade do NIS in vivo, injetamos por via intraperitoneal 100ul de
iodeto radioativo Na-1'?* (25000 CPM) e os animais foram submetidos & eutanasia 15 minutos
apos esta administracdo (FERREIRA et al., 2005; LIMA et al., 2006). A glandula tireoide foi
retirada 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 (% I/mg Tir).

4.12 Andlise 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 andlises estatisticas Graphpad Prism (Graphpad Software, Inc., San Diego,
USA), sendo analisado por analise de variancia univariada paramétrica, seguido de teste de
comparacdo multipla de Bonferroni. Os dados de TSH serico foram analisados por variancia
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univarida ndo parametrica, Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparacdo maultipla de Dunn.
As diferencas foram consideradas significativas quando P< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados do primeiro protocolo experimental — Efeito da privagdo de sono
paradoxal sobre a funcdo tireoidea e metabolismo extratireoideo das iodotironinas em
fémeas intactas

5.1.1 Peso corporal

A privacdo de sono paradoxal de 24 e 96h foram capazes de provocar significativa
perda de peso nas fémeas intactas. Fémeas intactas que foram privadas durante 96h
apresentam maior perda de peso quando comparadas as fémeas do grupo PSP24. O sono
rebote de 24h nas fémeas que foram submetidas a 24h de privacdo de sono (PSP24R)
conseguiu reverter a perda de peso, mas o0 ganho de peso ainda foi significativamente menor
que o grupo controle. Nas fémeas privadas por 96h, o sono rebote (PSP96R) apenas diminui
significativamente a perda de peso, porém o ganho de peso nao foi reestabelecido (Figura 07 e
Tabela 1).
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Figura 7. Ganho de peso corporal (g) nos grupos Controle (n=12), Privado de sono paradoxal por 24 (PSP24,
n=14) e 96 horas (PSP96, n=15) e seus respectivos rebotes (PSP24R, n=14 e PSP96R, n=15). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 1. Ganho de peso corporal (gramas, médias + erro padrdo da média) nos grupos Controle, Privado de
sono paradoxal por 24 (PSP24) e 96 horas (PSP96) e seus respectivos rebotes (PSP24R e PSP96R). Os valores
negativos representam perda de peso e letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).

Grupos Ganho de peso corporal (g)
Controle 9,25+1,40 (n=12) a
PSP24 -7,14+1,47 (n=14) b
PSP24R 0,50+1,37 (n=14) ¢
PSP96 -11,13+1,31 (n=15) d
PSP96R -3,13+1,24 (n=15) e,c

5.1.2 Peso absoluto e relativo da adrenal, hipofise e tireoide

A privagdo de sono paradoxal em ratas intactas foi capaz de provocar alteragdes
contrarias no peso absoluto da adrenal e hipdfise, ndo afetando o peso da tireoide. O peso
absoluto da adrenal foi significativamente maior nas fémeas privadas de sono paradoxal
(PSP24 e PSP96) em relacdo as fémeas controle. Nao observamos diferenca significativa no
peso absoluto entre as fémeas que foram submetidas a 24 e 96h de privacdo (C=47,58+2,68;
PSP24=61,85+2,80; PSP24R=58,20+3,27; PSP96=65,37+2,00; PSP96R=56,58+2,4mg; n=>5-
6). O sono rebote de 24h em ambos os tempos de privacdo (PS24R e PS96R) reverteu o
aumento do peso absoluto da glandula adrenal. O peso absoluto da hipofise diminui
significativamente nas fémeas que foram submetidas a 24h de privacdo (PSP24) e o sono
rebote de 24h foi capaz de normalizar o peso desta glandula. Ndo observamos alteracdo no
peso absoluto da hipofise nas fémeas que foram submetidas a 96h de privacdo
(C=11,460,20; PSP24=9,08+0,41; PSP24R=11,35+0,16; PSP96=11,25+0,63,;
PSP96R=10,68+0,62mg; n=4-6) (Figura 8).
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Figura 8. Peso absoluto (mg) da Adrenal (A) e Hipdéfise (B) nos grupos Controle (n=5), Privado de sono
paradoxal por 24 (PSP24, n=6) e 96 horas (PSP96, n=6) e seus respectivos rebotes (PSP24R, n=6 e PSP96R,
n=4-6). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Como observamos diferencas no peso corporal final dos animais estudados,
calculamos o peso relativo, normalizando as médias de peso das glandulas pelo peso corporal
das ratas. Confirmando os resultados de peso absoluto, o peso relativo da hipdfise mostrou a
mesma diminuigdo no grupo privado por 24h (C=50,70+1,03; PSP24=42,81+2,55;
PSP24R=52,46+1,82; PSP96=58,33+2,78; PSP96R=53,48+1,86 ug/g peso corporal; n=4-6) e
0 peso relativo da adrenal 0 mesmo aumento nas ratas PSP24 e PSP96, além disso
verificamos diferenca no peso relativo da adrenal entre os grupor PSP24 e PSP96 e 0 sono
rebote ndo normalizou o peso da glandula (C=211,0+14,41; PSP24=291,9+18,88;
PSP24R=272,4+12,41; PSP96=359,4+28,22; PSP96R=290,9£10,00 pg/g peso corporal; n=5-
6) (Figura 9).
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Figura 9. Peso relativo (ug/g de peso corporal) da Adrenal (A) e Hipofise (B) nos grupos Controle (n=5),
Privado de sono paradoxal por 24 (PSP24, n=6) e 96 horas (PSP96, n=5-6) e seus respectivos rebotes (PSP24R,
n=6 e PSP96R, n=4-6). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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O peso absoluto (C=13,43+0,77; PSP24=12,70+0,95; PSP24R=12,29+ 0,69;
PSP96=13,97+0,60; PSP96R=14,00+1,10mg; n=13-16) e relativo (C= 55,44+3,02;
PSP24=52,00+4,50; PSP24R=55,19+3,35; PSP96=65,03+2,95; PSP96R=61,86+3,49u0/g
peso corporal; n= 9-11) da glandula tireoide ndo diferiram significativamente entre os grupos
estudados neste primeiro protocolo experimental.

5.1.3 Concentracao sérica total de T3, T4 e TSH

Os diferentes periodos de privacao de sono estudados (24 e 96h) ndo foram suficientes
para alterar significativamente a concentracéo sérica total de T4, enquanto a privacéo de 24h
provocou aumento significativo do T3 sérico total quando comparados com o controle, e 0
periodo rebote de 24h néo foi capaz de normalizar estas concentragGes. No periodo de 96h de
privacdo com ou sem sono rebote, ndo foram observadas alteracBGes significativas na
concentracdo sérica total de T3 (Figura 10 e Tabela 2).
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Figura 10. Concentracdo sérica total de T4 (A) e T3 (B) nos grupos Controle (n=7-8), Privado de sono
paradoxal por 24 (PSP24, n=8-9) e 96 horas (PSP96, n=6-7) e seus respectivos rebotes (PSP24R, n=10 e
PSP96R, n=9). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

O TSH sérico foi significativamente menor nos grupos privados de sono (PSP24 e
PSP96) em relacdo ao grupo controle e 0 sono rebote de 24horas foi capaz de normalizar esta
alteracdo em ambos os tempos de privagédo (Figura 11, Tabela 2).
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Figura 11. Concentracdo sérica total de TSH nos grupos Controle (n=5), Privado de sono paradoxal por 24

(PSP24, n=10) e 96 horas (PSP96, n=8) e seus respectivos rebotes (PSP24R e PSP96R, n=10). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 2. Concentracéo serica total de T4, T3 e TSH nos grupos Controle, Privado de sono paradoxal por 24(PSP24) e
96 horas (PSP96) e seus respectivos rebotes (PSP24R e PSP96R). Os valores representam a média da dosagem
hormonal dos grupos = erro e letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Grupos T4 (ug/dL) T3 (ng/dL) TSH(ng/mL)
Controle 4,27+0,37 (n=7) 90,88+5,91 (n=8) a 0,76+0,19 (n=5) a
PSP24 4,82+0,25 (n=8) 110,80+3,87 (n=9) b 0,3620,02 (n=10) b
PSP24R 4,77+0,23 (n=10) 106,90+2,47 (n=10) b 0,53+0,07 (n=10) a,b
PSP96 3,58+0,27 (n=6) 105,3043,74 (n=7) a,b 0,45+0,07 (n=8) b
PSP96R 4,06+0,17 (n=9) 97,00+1,98 (n=9) a,b 0,54+0,05 (n=10) a,b

A atividade do co-transportador sodio-iodeto (NIS) e da tireoperoxidase (TPO) nédo
sofreu alteragdo com a privacdo de sono paradoxal no periodo de 24 e 96 horas nas fémeas
intactas (Figura 12).
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Figura 12. Atividade do NIS in vivo (A) (captacdo de iodeto apds 15 minutos da administracdo do iodeto
radioativo) nos grupos Controle (n=14), Privado de sono paradoxal por 24 (PSP24, n=11) e 96 horas (PSP96,
n=18) e seus respectivos rebotes (PSP24R, n=11 e PSP96R n=10) e atividade da TPO in vivo (B) (acumulacio
de iodeto na tireoide apds 2horas da administracdo do iodeto radioativo) nos grupos Controle (n=5), Privado de
sono paradoxal por 24 (PSP24, n=3) e 96 horas (PSP96, n=4) e seus respectivos rebotes (PSP24R, n=3 e
PSP96R, n=5). N&o houve diferengas significativas entre os grupos.

A privacdo de sono paradoxal foi capaz de aumentar significativamente a atividade da
desiodase tipo 1 no figado, rim e tireoide, enquanto na hipéfise ndo observamos diferencas
significativa na atividade entre os grupos estudados.

No figado, a atividade da D1 foi significativamente maior nas fémeas intactas que
foram submetidas a 24h de privacdo de sono comparadas ao controle, o sono rebote de 24h
néo foi suficiente para normalizar esta alteracdo. Nas fémeas que foram privadas durante 96h
ndo observamos diferencas significativas na D1 hepatica (C=29,88+1,84; PSP24=41,43+4,95;
PSP24R=39,69+3,20; PSP96=23,85+1,76; PSP96R=23,73+2,84picomolesrT3/min.mg de ptn;
n=9-10) (Figura 13).

No rim, os diferentes tempos de privagdo estudados (24 e 96h) foram capazes de
aumentar significativamente a atividade da D1 e o sono rebote de 24h foi capaz de normalizar
esta alteracdo apenas no grupo que permaneceu privado por 24horas (PSP24R). Né&o
observamos diferenca significativa entre as atividades da D1 renal nas fémeas que foram
privadas 24 e 96h (C=58,08+3,84; PSP24=76,90+4,49; PSP24R=72,88+4,23,;
PSP96=77,05+4,46; PSP96R=77,18+9,41picomolesrT3/min.mg de ptn; n=8-9) (Figural3).
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Figura 13. Atividade da desiodase tipo 1 no Figado (A) e no Rim (B) nos grupos Controle (n=9), Privado de
sono paradoxal por 24 (PSP24, n=9) e 96 horas (PSP96, n=9) e seus respectivos rebotes (PSP24R, n=9-10 e
PSP96R, n=8-9). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

A atividade da D1 tireoidea aumentou significativamente nas fémeas intactas que
foram submetidas a 24h de privacéo de sono paradoxal e o sono rebote de 24h foi suficiente
para normalizar esta alteracdo. Ndo observamos alteracdo na atividade da D1 nas ratas que
permaneceram privadas de sono durante 96horas (C=103,1+11,99; PSP24=133,9%7,42;
PSP24R=110,8+6,94; PSP96=104,8+8,42; PSP96R=81,33+5,35picomolesrT3/min. mg de
ptn; n=7-10) (Figura 14). A atividade da D1 hipéfisaria, como demonstrado na Figura 14, ndo
sofreu alteracdo com a privacdo de sono de 24 e 96h (C=1,17+0,22; PSP24=0,88+0,14;
PSP24R=1,47+0,14; PSP96=1,12+0,18; PSP96R=1,59+0,17 picomolesrT3/min.mg de ptn;
n=4-10).
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Figura 14. Atividade da desiodase tipo 1 na tireoide (A) e na hipofise (B) nos grupos Controle (n=6-7), Privado
de sono paradoxal por 24 (PSP24, n=6-10) e 96 horas (PSP96, n=6-10) e seus respectivos rebotes (PSP24R,
n=10 e PSP96R, n=4-9). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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5.1.6 Atividade da desiodase tipo 2(D2)

A privacdo de sono paradoxal foi capaz de aumentar a atividade da D2 em todos 0s
tecidos estudados. Perifericamente, a privacdo de sono provocou aumento significativo da
atividade da D2 no tecido adiposo marrom (TAM) nas fémeas intactas que foram privadas por
24 e 96h. O sono rebote de 24h mostrou-se suficiente para normalizar esta alteracdo
observada em ambos o0s tempos de privacdo de sono, comprovada pela auséncia de diferenca
significativa entre os valores de atividade das fémeas dos grupos rebote e controle. Nao
observamos diferencas significativas entre as atividades da D2 no TAM de fémeas que foram
privadas por 24 e 96h, apesar do aumento de 94,8% e 58,9% apresentado pelo grupo privado
por 24 e 96h, respectivamente (C=0,39+0,09; PSP24=0,76+0,09; PSP24R=0,30+0,03;
PSP96=0,62+0,08; PSP96R=0,29+0,05fentomolesT4/min.mg de ptn; n=6-8) (Figura 15).
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Figura 15. Atividade da desiodase tipo 2 no tecido adiposo marrom (T AM) nos grupos Controle (n=7), Privado de
sono paradoxal por 24 (PSP24, n=6) e 96 horas (PSP96, n=8) e seus respectivos rebotes (PSP24R e PSP96R,
n=8). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

A privagdo de sono provocou aumento significativo da atividade da D2 na hipofise e
hipocampo. Na hipofise, o aumento foi observado nas fémeas que foram privadas durante 96h
(PSP96) e o sono rebote de 24h foi incapaz de reverter a alteragdo provocada pela privacéo
(C=0,29+0,04; PSP24=0,27+0,03; PSP24R=0,34+0,03; PSP96=0,75+0,05;
PSP96R=0,67+0,04fentomolesT4/min.mg de ptn; n=8-10) enquanto no hipocampo, a
alteracédo foi observada nas fémeas que foram submetidas a 24h de privagdo (PSP24) e o sono
rebote de 24h foi capaz de reverter esta alteracdo (C=0,21+0,01; PSP24=0,34+0,02;
PSP24R=0,17+ 0,01; PSP96=0,25+0,01; PSP96R=0,20+0,01fentomolesT4/min.mg de ptn;
n=9-10). Além disso, o aumento da atividade da D2 hipofisaria nas fémeas intactas
submetidas a 96h de privacdo (PSP96) foi maior que 100% quando comparadas as fémeas
controle (Figura 16).
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Figura 16. Atividade da desiodase tipo 2 na hipéfise (A) e hipocampo (B) nos grupos Controle (n=10), Privado de
sono paradoxal por 24 (PSP24, n=9-10) e 96 horas (PSP96, n=10) e seus respectivos rebotes (PSP24R, n=10 e
PSP96R, n=8-10). Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

5.2 Resultados do segundo protocolo experimental — Papel dos hormdnios gonadais
femininos nos efeitos da privacdo de sono paradoxal na funcdo tireoidea e metabolismo
extratireoideo das iodotironinas de fémeas

5.2.1 Peso corporal

As fémeas castradas (Ox) apresentaram aumento significativo do peso corporal em
relacdo as falso operadas (FO) e este aumento foi de quase 4 vezes. A privacdo de sono por 24
e 96h provocou significativa perda de peso nas ratas castradas quando comparadas com o seu
controle castrado (Ox) e o grupo FO e observamos, ainda, maior perda de peso no grupo
OxPS96 quando comparado ao OxPS24. Nas castradas que foram submetidas a privacédo por
96h, a perda de peso foi maior que 200% quando comparadas ao grupo Ox. O sono rebote de
24h ndo foi suficiente para igualar o ganho de peso das ratas Ox privadas por 24 e 96h ao
grupo Ox, apesar do ganho de peso ter atingido valores normais no rebote das fémeas
privadas por 24h , comprovado pela auséncia de diferenca significativa entre ratas OxPS24R e
FO (Figura 17, Tabela 3).
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Figura 17. Ganho de peso corporal (g) nos grupos Falso operada (FO, n=13), Ovariectomizadas (Ox, n=12),
Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24(OxPS24, n=9) e 96 horas (OxPS96, n=8) e seus
respectivos rebotes (OxPS24R,n=14 e OxPS96R, n=12). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).

Tabela 3. Ganho de peso corporal (gramas, médias * erro padrdo da média) nos grupos Falso operada (FO),
Ovariectomizadas (Ox), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24) e 96 horas (OxPS96) e
seus respectivos rebotes (OxPS24R e OxPS96R). Os valores negativos representam perda de peso e letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Grupos Ganho de peso corporal (g)
FO 3,61+1,28 (n=13) a
Ox 14,33+1,42 (n=12) b
OxPS24 -2,2242.77 (n=9) ¢
OxPS24R 4,42+1,65 (n=14) a
OxPS96 -16,25+3,37 (n=8) d
OxPS96R -5,75+1,88 (n=12) ¢

46



5.2.2 Peso absoluto e relativo da adrenal, hipdfise e tireoide

A privacdo de sono paradoxal por 24 e 96h foram capazes de aumentar, de forma
significativa, o peso absoluto da adrenal, mas ndo o da hipdfise e tireoide de ratas castradas. O
peso absoluto da adrenal ndo foi alterado com a castracdo. As fémeas castradas que foram
submetidas a privacao por 24 e 96h (OxPS24 e OxPS96) apresentaram aumento significativo
da adrenal em relacdo as ovariectomizadas (Ox) e falsa operada (FO). N&o observamos
diferenca significativa no peso absoluto entre as fémeas castradas que foram submetidas a 24
e 96h de privacdo. O sono rebote de 24h em ambos os tempos de privacdo (OxPS24R e
OxPS96R) reverteu 0 aumento do peso absoluto da glandula adrenal (FO=62,51+3,75;
Ox=60,68+5,14; OxPS24=79,00+2,77; OxPS24R=67,31+2,79; OxPS96=82,05+2,06;
OxPS96R=74,35%3,44mg; n=11-14). O peso absoluto da hipdfise diminui significativamente
com a castracdo, porém a privacdo de sono de 24 e 96h (OxPS24 e OxPS96) ndo alterou o
peso da glandula das castradas quando comparadas com o grupo Ox. O peso absoluto da
hipofise diminui significativamente no grupo OxPS24 e seu rebote OxPS24R quando
comparados com o FO (FO=11,45+0,66; Ox=10,05+0,49; OxPS24=9,89+0,42;
OxPS24R=10,06+0,37; OxPS96= 10,75+0,24; OxPS96R=10,10+0,53mg; n=11-14) (Figura
18).
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Figura 18. Peso absoluto (mg) da Adrenal (A) e Hipdfise (B) nos grupos Falso operada (FO, n= 13),
Ovariectomizadas (Ox, n= 12), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24(OxPS24, n= 14) e 96
horas (OxPS96, n= 11-12) e seus respectivos rebotes (OxXPS24R, n= 13-14 e OxPS96R, n= 11). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

As alteragdes encontradas no peso relativo das glandulas das fémeas castradas
seguiram o mesmo padrdo do peso absoluto, exceto o peso relativo da adrenal no grupo
OxPS96R, neste caso, quando normalizamos as médias de peso das glandulas pelo peso
corporal dos animais, 0 sono rebote nao foi capaz de normalizar o peso da glandula alterado
pela privagdo de sono (Adrenal: FO=248,1+13,55; Ox=227,0+17,10; OxPS24= 306,0+ 16,63;
OxPS24R=250,7£8,91; OxPS96=335,3+11,86; OxPS96R=305,4+14,86 png/g de peso
corporal; n=8-13. Hipofise: FO=45,31+2,08; Ox=38,21+2,12; OxPS24=38,14+1,59;
OxPS24R=36,67+1,38; OxPS96= 43,68+1,25; OxPS96R= 39,83+2,07 ng/g de peso corporal,
n=7-13) (Figura 19).
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Figura 19. Peso relativo (ug/g de peso corporal) da Adrenal (A) e Hipofise (B) nos grupos Falso operada (FO,
n= 13), Ovariectomizadas (Ox, n= 12), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24, n=9) e
96 horas (OxPS96, n= 7-8) e seus respectivos rebotes (OxPS24R, n=12-14 e OxPS96R, n=11-12). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

O peso absoluto (FO=11,91+0,84; Ox=11,71+0,85; 0OxPS24=12,89+0,92;
OxPS24R=13,72+0,85; OxPS96=12,98+0,56; OXPS96R=12,46+1,01mg; n=10-14) e relativo
(FO=46,87+2,38; Ox=43,96+2,77; OxPS24= 53,40+ 4,28; OxPS24R=51,01+3,04; OxPS96=
50,8143,21; OxPS96R= 49,52+3,98 ng/g de peso corporal; n=8-13) da glandula tireoide nédo
diferiram significativamente entre os grupos estudados neste segundo protocolo experimental.

5.2.3 Concentracao sérica total de T3 e T4

A privacdo de sono por 96h foi capaz de provocar reducdo significativa na
concentracdo sérica total de T4 nas fémeas castradas quando comparadas com o seu controle
castrado (Ox) e FO, o sono rebote de 24h ndo foi suficiente para normalizar o T4 neste grupo.
Né&o observamos diferenca significativa no T4 sérico das fémeas castradas que foram privadas
por 24h e também verificamos que a castracdo ndo provocou alteracdo no T4 sérico (Figura
20 e Tabela 4).

O T3 sérico declinou progressivamente com o aumento do tempo de duracdo da
privacdo de sono nas fémeas castradas evidenciado pela diferenca significativa entre a
concentracdo serica de T3 das ratas castradas que foram submetidas a 24 e 96h de privacdo. O
declinio observado chegou a 44% nas fémeas castradas que foram privadas durante 96h
(OxPS96) e o rebote de 24h deste grupo (OxPS96R) apresentou um declinio ainda maior
(63,10%) em comparacdo com o controle castrado (Ox). A castracdo ndo provocou alteracéo
no T3 sérico (Figura 20 e Tabela 4).
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Figura 20. Concentragdo sérica total de T4 (A) e T3 (B) nos grupos Falso operada (FO, n=11-13),
Ovariectomizadas (Ox, n=12), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24, n=12-14) e 96
horas (OxPS96, n=10-11) e seus respectivos rebotes (OxPS24R, n=15 e OxPS96R, n=12). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 4. Concentracdo sérica total de T4 e T3 nos grupos Falso operada (FO), Ovariectomizadas (Ox),
Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24) e 96 horas (OxPS967) e seus respectivos rebotes
(OxPS24R e OxPS96R). Os valores representam a média da dosagem hormonal dos grupos + erro e n= nimero
total de animais.

Grupos T4 (ug/dL) T3 (ng/dL)
FO 5,42+0,12 (n=11) a 89,39+4,92 (n=13) a
Ox 5,57+0,35 (n=12) a 83,78+6,50 (n=12) a
OxPS24 4,88+0,23 (n=14) a 61,05+3,50 (n=12) b
OxPS24R 5,43+0,29 (n=15) a 50,22+2,75 (n=15) b,c
OxPS96 3,35+0,25 (n=10) b 46,87+3,18 (n=11) ¢
OxPS96R 3,88+0,18 (n=12) b 30,91+1,72 (n=12) d

5.2.4 Concentracao sérica total de corticosterona, estradiol e progesterona

A privacdo de 24 e 96h ndo foi capaz de provocar alteragfes significativas na
concentracdo serica de corticosterona nas fémeas castradas quando comparadas com o0s
grupos Ox e FO (FO=431,9+71,16; Ox=501,2+95,96; OxPS24=432,3+125,20;
OxPS24R=296,1+67,86; OxPS96=450,2+111,3; OXPS96R=355,9+105,6ng/mL; n= 6-8) e a
castracdao também ndo alterou a concentragdo de corticosterona (Figura 21).
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Figura 21. Concentracdo sérica total de corticosterona nos grupos Falso operada (FO, n=8), Ovariectomizadas
(Ox, n=8), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24, n=6) e 96 horas (OxPS96, n=7) e
seus respectivos rebotes (OxPS24R e OxPS96R, n=7). N&o houve diferencas significativa entre os grupos..
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Figura 22. Concentracdo sérica total de estradiol (A) e progesterona (B) nos grupos Falso operada (FO, n=6-7),
Ovariectomizadas (Ox, n=7-8), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24, n=7) e 96 horas

(OxPS96, n=7) e seus respectivos rebotes (OxPS24R e OxPS96R, n=6-7). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 5. Concentracdo sérica total de estradiol e progesterona nos grupos Falso operada (FO),
Ovariectomizadas (Ox), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24) e 96 horas (OxPS967) e
seus respectivos rebotes (OxPS24R e OxPS96R). Os valores representam a média da dosagem hormonal dos
grupos + erro padrdo da média e letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Grupos Estradiol (pg/mL) Progesterona (ng/mL)
FO 37,58+4,80 (n=5) a 64,26+4,31 (n=7) a
Ox 23,01+1,82 (n=8) b 30,20+6,38 (n=7) b

OxPS24 28,39+1,82 (n=7) b 16,76+4,76 (n=7) b

OxPS24R 28,51+3,75 (n=7) b 18,55+3,67 (n=6) b

OxPS96 20,87£1,51 (n=7) b 30,20+7,65 (n=7) b

OxPS96R 20,30+2,37 (n=6) b 23,61+6,08 (n=7) b

5.2.5 Atividade da desiodase tipo 1(D1)

A privagdo de sono paradoxal foi capaz de provocar alteraces significativas na
atividade da desiodase tipo 1 hepatica, renal e tireoidea de ratas castradas, enquanto na
hipofise ndo foram observamos diferengas significativas.

No figado, a atividade da D1 foi significativamente menor nas fémeas castradas em
ambos 0s tempos de privagdo de sono (OxPS24 e OxPS96) comparadas ao grupo Ox e FO.
Apenas o rebote de 24h das castradas que foram privadas por 24h (OxPS24R) conseguiu
reverter a diminuicdo da atividade provocada pela privagéo. O rebote de 24h das fémeas que
foram privadas por 96h ndo foi suficiente para normalizar a D1 hepatica. A castracdo nédo
alterou a atividade D1 no figado (FO=53,40+2,74; Ox=56,02+3,02; OxPS24=46,69+1,71;
OxPS24R=51,05+2,02; OxPS96=39,23+1,71; OxPS96R=40,76+2,15picomolesrT3/min.mg
de ptn; n=11-14) (Figura 23).

No rim, a atividade da D1 foi significativamente maior nas fémeas castradas que
foram submetidas a 96h de privacdo de sono (OxPS96) comparadas ao grupo OX, 0 SOno
rebote de 24h deste grupo (OxPS96R) ndo foi suficiente para normalizar a atividade da D1
renal. A castracdo e a privacdo de sono de 24h nas fémeas castradas ndo provocaram
alteracdes significativas na atividade da D1 renal (FO=119,9+4,71; Ox=105,1%6,19;
OxPS24=110,5+5,07; OxPS24R=119,246,38; OxPS96=131,6+6,70; OxPS96R=122,2+5,13
picomolesrT3/min.mg de ptn; n=12 e 13) (Figura23).
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Figura 23. Atividade da desiodase tipo 1 no Figado (A) e no Rim (B) nos grupos Falso operada (FO, n=11-13),
Ovariectomizadas (Ox, n=12), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24, n=13-14) e 96
horas (OxPS96, n=12) e seus respectivos rebotes (OxPS24R, n=13-14 e OxPS96R, n=12). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Na tireoide, a atividade da D1 foi significativamente menor nas fémeas castradas que
foram submetidas a 96h de privacdo de sono (OxPS96) comparadas ao controle castrado (Ox)
e FO, o sono rebote de 24h deste grupo (OxPS96R) ndo foi suficiente para normalizar a
atividade da D1 tireoidea. A castracdo e a privacdo de sono de 24h nas fémeas castradas nédo
foram capazes de provocar alteragcOes significativas na atividade da D1 na tireoide
(FO=169,0£14,23; Ox=171,6%10,94;  OxPS24=150,2+6,88;  OxPS24R=145,5+7,67,
OxPS96=130,0+6,56; OxPS96R=131,0+9,70picomolesrT3/min.mg de ptn; n=10-14) (Figura
24).

A atividade da D1 hipofisaria ndo sofreu alteracdo significativa nas fémeas castradas
que foram submetidas a 24 e 96h de privacdo de sono quando comparadas ao controle
castrado (Ox), porém a atividade da D1 tireoidea foi significativamente maior nas fémeas
castradas privadas de sono e seus respectivos rebotes (OxPS24, OxPS96, OxPS24R e
OxPS96R) comparadas ao grupo FO. A castragdo ndo provocou alteragdes significativas na
atividade da D1 hipofisaria (FO=4,58+0,43; 0Ox=5,02+0,21; OxPS24=5,73+0,21;
OxPS24R=5,59+0,27 ; OXxPS96=5,79+0,26; OXPS96R=6,05+0,37picomolesrT3/min. mg de
ptn; n=9-14) (Figura24).
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Figura 24. Atividade da desiodase tipo 1 na Tireoide (A) e na Hipofise (B) nos grupos Falso operada (FO,
n=10-12), Ovariectomizadas (Ox, n=12), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24,
n=14) e 96 horas (OxPS96, n=9-12) e seus respectivos rebotes (OXPS24R, n=11-12 e OxPS96R, n= 9-10).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Perifericamente, a privacdo de sono provocou aumento significativo da atividade da
D2 no tecido adiposo marrom (TAM) nas fémeas castradas que foram privadas por 24 e 96h.
N&o observamos diferenga significativa entre as atividades da D2 no TAM de fémeas
castradas que foram privadas por 24 e 96h (OxPS24 e OxPS96), apesar do aumento de quase
50X e 30X apresentado pelo grupo privado por 24 e 96h, respectivamente. O sono rebote de
24h demonstrou-se muito suficiente para normalizar a atividade desta enzima, o que foi
observado em ambos os tempos de privagdo de sono (OxPS24R e OxPS96R), comprovada
pela auséncia de diferenca significativa entre os valores de atividade das castradas dos grupos
rebote e os grupos FO e Ox. A castracdo ndo alterou a atividade da D2 no TAM
(FO=0,49+0,06; 0Ox=0,31+0,02; OxPS24=13,11+1,96; OxPS24R=0,22+0,02;
OxPS96=8,75+1,16; OxPS96R=0,27+0,05fentomolesT4/min.mg de ptn; n=9-14) (Figura 25).
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Na hipdfise, a atividade da D2 foi significativamente maior nas ratas castradas que
foram submetidas a 96h de privacdo de sono paradoxal e o sono rebote de 24h neste grupo foi
capaz de normalizar as alteracbes provocadas pela privacdo de sono. A privacdo de sono
paradoxal por 24h e a castragdo ndo provocaram alteragGes significativas na atividade da D2
hipofisaria (FO=0,56+0,07; Ox=0,67+0,10; OxPS24=0,90+0,12; OxPS24R=0,82+0,14;
OxPS96=1,63+0,24; OxPS96R=0,67+0,09fentomolesT4/min. mg de ptn; n=10-13) (Figura
26).
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Figura 26. Atividade da desiodase tipo 2 na Hipofise nos grupos Falso operada (FO, n=12), Ovariectomizadas
(Ox, n=12), Ovariectomizadas Privadas de sono paradoxal por 24 (OxPS24, n=13) e 96 horas (OxPS96, n=10)
e seus respectivos rebotes (OxPS24R, n=13 e OxPS96R, n=11). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Ha estudos suficientes na literatura que demonstram a importancia do sono no sistema
enddcrino e as diversas consequéncias de sua privacdo para este sistema em humanos e
animais, como visto na revisdo apresentada neste trabalho. Diferentes metodologias de
privacdo de sono podem ser aplicadas além da plataforma mdaltipla modificada utilizada no
presente estudo, cuja metodologia € caracterizada pela exclusiva privacdo do sono paradoxal
(sono REM). Dentre elas, a metodologia dos discos giratdrios € utilizada para a privacéo de
sono total, REM e ndo-REM (BERGMANN et al.,, 1989; EVERSON; REED, 1995;
EVERSON; NOWAK, 2002) ou a inser¢do de objetos novos dentro da caixa do animal
guando estes apresentam sinais comportamentais de sonoléncia ou registro de ondas lentas no
eletroencefalograma (DEURVEILHER et al. 2009), dentre outras (FRANK et al., 1998;
GROSSMAN et al., 2000; GUZMAN-MARIN et al., 2003).

A presenga de dimorfismo sexual no padrdo de sono normal e nas alterages
enddcrinas causadas pela privacdo de sono evidenciam a importancia do estudo com homens e
mulheres, ou machos e fémeas. Infelizmente, o estudo do sono em fémeas torna-se mais
dificil devido as alteracdes hormonais durante o ciclo estral (BRANCHEY et al., 1971;
HAIM et al., 2003).

Poucos trabalhos sobre sono séo realizados com fémeas e dentre eles diferentes
estratégias sdo utilizadas a fim de contornar a questdo da ciclicidade hormonal existente.
Antunes et al. (2006), utilizando a metodologia das plataformas maultiplas modificada,
submeteu as ratas intactas no tanque de privacdo em diferentes fases do ciclo estral, de modo
gue houvesse representante de todas as fases. E ao final de 96 horas de privacdo de sono
REM, dosagens hormonais e ciclicidade estral foram avaliadas. Deurveilher et al. (2009)
verificou o padréo de sono normal bem como alteragdes no sono e hormonais apo6s 6 horas de
privacdo em ratas castradas que foram repostas com diferentes concentragdes de estradiol ou
progesterona e combinacao de estradiol e progesterona com o intuito de simular o diestro e
proestro, que sdo as fases que apresentam 0s menores e maiores niveis de hormonais
gonadais, respectivamente.

O desafio do nosso estudo foi avaliar as alteracdes na funcéo tireoidea bem como no
metabolismo extratireoideo das iodotironinas ap6s privacdo de sono paradoxal em ratas
intactas em diferentes fases do ciclo, desse modo, em um mesmo grupo experimental, ha
fémeas com diferentes niveis hormonais. No presente estudo, também utilizamos fémeas
castradas para demonstrarmos a importancia dos horménios gonadais nas respostas a privacdo
de sono. De acordo com a literatura, parece clara a influéncia destes horménios nos diferentes
eixos endocrinos e 0 nosso trabalho visa elucidar que, apesar da presenca de fémeas com
diferentes fases do ciclo e, por conseguinte, diferentes niveis de hormonais gonadais,
alteracdes na funcao tireoidea e no metabolismo das iodotironinas podem ser encontradas.

A privagdo de sono tem sido associada com alteragGes no eixo HPA e a metodologia
das plataformas mdaltiplas modificadas de privacdo de sono paradoxal (PSP) é considerada um
procedimento estressante evidenciada por respostas centrais e periféricas como perda de peso
corporal, aumento de peso da adrenal, aumento dos niveis de ACTH e corticosterona
(COENEN; VAN LUNTELAAR, 1985; PATCHEYV et al., 1991; SUCHECKI et al., 2002;
ANDERSEN et al., 2004 e 2005) e catecolaminas (FAROOQUI et al., 1996; ANDERSEN et
al., 2005). Alem disso, a privacdo de sono é capaz de provocar alteracbes no balanco
energetico e fungdes metabolicas demonstrado pela hiperfagia e concomitante perda de massa
corporal em animais (SUCHECKI; TUFIK, 2000; SUCHECKI et al., 2003; BERGMANN et
al., 1989; EVERSON et al., 1989; EVERSON; WEHR, 1993; EVERSON; CROWLEY,
2004).
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Mason (1968) demonstrou que diferentes tipos de agentes estressores podem induzir
diferentes niveis de corticosterdides, demonstrando ainda respostas exclusivas para
determinados estressores. Atualmente, € amplamente aceito que diferentes estressores fisicos,
quimicos, fisiologicos e psicoldgicos induzem respostas enddcrinas de diferentes intensidades
e estas variacdes também podem ser encontradas dentro e entre espécies diferentes e podem
ser acentuada por reproducdo seletiva, idade, sexo e condicionamento (GRIFFIN, 1989).

No presente trabalho, fémeas intactas que foram submetidas a 24 e 96 horas de PSP
apresentaram perda de peso de 3,07% e 5,11%, respectivamente. Everson & Crowley (2004),
utilizando a metodologia dos discos giratorios, demonstraram perda de peso de 2-5% ap0ds 8
dias de privacao de sono total em ratos. Apesar da diferenca metodologica e de género, ap6s 4
dias de privacdo de sono paradoxal, fémeas intactas apresentaram perda de peso maior que
5%. Além disso, verificamos aumento de peso absoluto e relativo da glandula adrenal apds 24
e 96 horas de privacdo de sono paradoxal em fémeas intactas, corroborando com os dados
presentes na literatura. Nossos resultados demonstraram que o sono rebote de 24h foi
suficiente para reverter a perda de peso corporal nas fémeas do grupo PSP24, porém a média
de ganho de peso nédo alcancou os valores do grupo controle. No grupo PSP96, o sono rebote
de 24h apenas diminui a perda de peso das fémeas intactas. Em relacdo a glandula adrenal, o
rebote demonstrou-se suficiente para normalizar as médias de peso das glandulas.

Neste trabalho, as concentracdes séricas de corticosterona de fémeas intactas nédo
foram avaliadas. Ha um aparente consenso na literatura de que a privacdo de sono provoca
elevacdo dos niveis plasmaticos de glicocorticoides (PATCHEV et al., 1991; SUCHECKI et
al., 1998 e 2002; HIPOLIDE et al., 2006; MEERLO et al., 2002; SGOIFO et al., 2006)
enguanto poucos estudos observaram pouco ou nenhum efeito da privacdo de sono aguda
(RECHTSCHAFFEN et al, 1983) ou privacdo de sono total prolongada (EVERSON; REED,
1995; EVERSON; CROWLEY, 2004) sobre os niveis de glicocorticoides. Porém, a grande
maioria destes trabalhos relaciona privacéo de sono e ativagdo do eixo HPA em ratos machos.
Sabe-se que a atividade do eixo HPA ¢ diretamente influenciada pelos esterdides sexuais,
como demonstrado pela pronunciada elevacdo dos niveis de glicocorticdides em fémeas
guando comparadas com machos (CRITCHLOW et al., 1963; POLLARD et al.,1975). Em
ratas ovariectomizadas, o estradiol potencializa a resposta da corticosterona a indmeros
agentes estressores (VIAU; MEANEY, 1991). Além disso, 0 estrogénio é conhecidamente
capaz de estimular a liberacdo de glicocorticdides e ACTH induzidas pelo estresse (VIAU;
MEANEY, 2004; LUND et al, 2004). Apesar destas evidéncias na literatura, em estudos com
fémeas, Antunes et al. (2006) verificaram aumento dos niveis de corticosterona apds 96h de
privacdo de sono paradoxal apenas em fémeas que foram submetidas a privacdo no diestro,
fase do ciclo estral que apresenta os menores niveis de hormdnios gonadais, sugerindo uma
resposta contraria da privacdo de sono em relacdo a ativacdo do eixo HPT e niveis de
horménios gonadais.

Como descrito anteriormente, a privacdo de sono é capaz de alterar o eixo HPA e
diversos trabalhos, utilizando diferentes metodologias, tem sugerido que o estresse pode
induzir reducdo dos hormonios tireoidianos (BIANCO et al. 1987; CIZZA et al., 1996;
KONDO et al., 1997; SERVATIUS et al. 2000).

Diversos estudos demonstram que, em ratos, o hipotireoidismo experimental resulta
em aumento da expressdo de mRNA e do contetido de TRH no PVN (KOLLER et al., 1987;
SEGERSEN et al., 1987; TAYLOR et al., 1980; YAMADA et al., 1992) e secrecdo de TRH
pelo hipotalamo (RONDEEL et al., 1992).

Poucos estudos relacionam privagdo de sono e funcéo tireoidea (BERGMANN et al.,
1989; EVERSON; REED, 1995; EVERSON; NOWAK, 2002) e os trabalhos existentes
utilizam a privagdo de sono total e animais machos. Nosso grupo é o primeiro a estudar a
funcdo tireoidea de fémeas submetidas a PSP, e interessantemente, 0s niveis séricos de T4
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permaneceram inalterados apos privacdo de sono em ratas intactas, o que difere dos trabalhos
com machos que demonstraram que a privacdo de sono total prolongada (3 semanas) é capaz
de provocar um declinio progressivo na concentracdo seérica de T4 e T3. A reducdo dos niveis
séricos de T4 é um potente estimulador da liberacdo de TSH pela hipofise (UTIGER, 1987),
apesar disso Everson e Reed (1995) ndo demonstraram alteracdes na concentracdo de TSH em
resposta a hipotiroxinemia observada apds privacdo de sono total e estudos realizados
posteriormente, demonstraram aumento da expressdao de mRNA do pre-pro TRH no PVN
(EVERSON, NOWAK ,2002). Contraditoriamente, Van Cauter e Tasali (2011), apds uma
noite de privacdo de sono total, observaram aumento de até 200% nos niveis de TSH
acompanhados de pequeno aumento de T3 e T4 inalterado. Assim, parece que alteragdes no
TSH sérico induzidas pela privacdo do sono ndo sdo reguladas pelo feedback negativo
exercido pelos HT.

Diferindo dos dados na literatura em machos, em nosso estudo, verificamos
significativo aumento do T3 e diminui¢cdo do TSH sérico apds 24 horas de privacdo de sono
em fémeas intactas. A manutencdo da privacdo de sono durante 96h resultou em T3 e T4
inalterados, mas TSH sérico ainda baixo, o que sugere uma melhor resposta da tireoide ao
TSH capaz de normalizar o T3 que antes estava alto. Neste trabalho, nos avaliamos a
atividade do co-transportador Sodio/lodeto (NIS) e TPO in vivo. Apesar do TSH ser um
potente estimulador do crescimento e proliferacdo celular do tiredcito e poder aumentar a
captacdo de iodeto por este transportador, 0 TSH diminuido ndo alterou estas atividades ap6s
PSP (24 e 96h), assim, outras etapas da sintese dos HT podem estar sendo afetadas e/ou
podemos relacionar essas alteragdes no T3 com a modulacdo das desiodases pela PSP nas
fémeas intactas.

A metodologia das plataformas mdltiplas para a PSP aplicada neste trabalho nédo
reduziu os niveis séricos de HT e, apesar disso demonstramos aumento significativo da
atividade da D2 no TAM das fémeas intactas e, naquelas submetidas a 24h de privacéo este
aumento chegou proximo a 100%, o que corrobora com os dados presentes na literatura em
machos (BALZANO et al., 1990). Balzano et al. (1990), utilizando a metodologia do discos
giratorios de privacdo de sono total, demonstraram aumento de 100X na atividade da D2 no
BAT apds privacdo prolongada, sendo este aumento na atividade consistente com
hipotireoidismo (SILVA; LARSEN, 1996), demonstrado por este grupo, mas ndo por n6s em
fémeas.

Sabe-se que a privacdo de sono é capaz de ativar o sistema nervoso simpatico e
consequentemente aumentar os niveis de catecolaminas.O aumento da atividade simpatica é
conhecidamente por ser uma via ativadora da atividade D2 no TAM (BIANCO, 2005) e ja
estd bem estabelecido que a atividade das iodotironinas desiodases podem impactar a
concentracdo de T3 e T4 tanto sérica quanto tecidual (SCHIMMEL,; UTIGER, 1977).

NOs sugerimos que, inicialmente, em ratas intactas, a ativacdo simpatica provocada
pela privacdo de sono e o consequente aumento da atividade da D2 no TAM apds 24h de
privacdo tenha sido responsavel pelo aumento do T3 sérico. E consequentemente, ao longo do
tempo de privagdo de sono, o maior requerimento de T3 nos tecidos pode ter resultado na
concentragdo sérica normal de T3 que foi mantido pela elevada atividade da D2 no TAM
verificada apds 96h de privagdo. Uma das consequéncias da privacdo de sono é a hipotermia e
aumento do gasto energético (EVERSON et al., 1986 e 1995). O TAM ¢é essencial na
termogénese e os HT sdo requeridos para o controle da temperatura neste tecido. Na
hipotermia provocada pela privacdo de sono, 0 TAM ¢ ativado e consequentemente, ocorre
aumento da atividade da D2, a fim de manter a concentragdo de T3 requerida pelo tecido nesta
condicéo fisiologica e contribuir para 0s niveis séricos.

Esta claramente definido que a secrecdo de TSH esta sob regulacdo de feedback
negativo pelos hormdnios tireoidianos a nivel hipofisario e hipotalamico e que o T3, forma
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ativa do hormonio tireoidiano, é capaz de suprimir a liberacdo deste hormonio hipofisario
(SILVA; LARSEN,1977). Estudos tem sugerido acdo inibitéria do sono sobre os niveis
séricos de TSH (LUCK et al., 1976; VAN CAUTER; TASALLI, 2011), portanto o aumento do
TSH sérico seria esperado apds privacdo de sono. Pelo menos em fémeas intactas, a PSP ndo
foi capaz de aumentar a concentracdo sérica de TSH e o mecanismo de feedback existente
entre os HT e hipofise parece explicar a diminuicdo do TSH sérico observado apds 24h de
privacdo de sono em ratas intactas, j& no periodo de 96 horas de privacdo de sono, as
concentragdes normais de T3 e T4 ndo parecem suficientes para explicar a diminuicdo do
TSH sérico. Esta reducdo dos niveis de TSH, apesar dos niveis normais de T3 e T4,
demonstra uma falha no mecanismo de feedback entre HT e hipdfise. Este resultado pode ser
explicado pelo aumento da atividade D2 hipofisaria verificado nas ratas que foram submetidas
a 96h de privacédo, que consequentemente aumenta a concentragdo local de T3, resultando um
feedback negativo na hipofise (BALZANO et al., 1990), explicando os baixos niveis sericos
de TSH deste grupo.

Sabe-se que em ratos, camundongos e humanos, os HT aumentam a atividade da D1
hepética, renal e hipofisaria (BERRY et al., 1990; KOHRLE, 1999) e, além disso, pelo menos
em ratos, tem sido sugerida uma contribuicdo da D1 tiredidea para o T3 circulante (KOHRLE,
1999). Nédo ha na literatura estudos que relacionam a privacéo de sono e a atividade da D1.
Nossos resultados sugerem que o aumento do T3 sérico observado nas fémeas que foram
privadas por 24h foram suficientes para aumentar a atividade da D1 hepética, renal e
hipofisaria observado neste grupo. As fémeas que permaneceram privadas por 96h néo
apresentaram alteracdo dos niveis séricos de HT porém o aumento na atividade da D1 renal
foi mantido.

Neste trabalho, o sono rebote de 24 horas demonstrou-se eficaz na normalizacdo da
atividade da D2 no TAM apds 24 e 96h de privacdo e da D2 no hipocampo ap06s 24 de PSP,
além também de normalizar a atividade da Dltireoidea e renal apds 24h de privacéo,
sugerindo que pelo menos agudamente (24h de PSP), essa acdo normalizadora do sono rebote
sobre a atividade da D1 e D2 seja independente de HT, pois o T3 sérico encontra-se
aumentado nestas ratas.

Para avaliarmos o papel dos hormdnios gonadais nos efeitos da privacdo de sono sobre
a funcdo tireoidea, submetemos fémeas castradas & PSP. O ganho de peso corporal e
diminuicdo do peso relativo e absoluto da hipofise era esperado com a castracdo
(PERCEGONI et al., 2009). Niveis séricos de estradiol e progesterona significativamente
menores nas fémeas castradas confirmam a eficiéncia da cirurgia.

Apesar do aumento de peso corporal de quase 4X provocado pela castragdo, fémeas
castradas que foram submetidas a 24 e 96 horas de PSP apresentaram perda de peso de 0,87%
e 6,12%, respectivamente. Além disso, verificamos aumento de peso absoluto e relativo da
glandula adrenal ap6s 24 e 96 horas de PSP em fémeas castradas. Estas caracteristicas
evidenciam a privagdo de sono como uma metodologia de estresse e corroboram com 0s
dados presentes na literatura (COENEN; VAN LUIJTELAAR 1985; PATCHEV et al., 1991,
SUCHECKI et al., 2002; ANDERSEN et al., 2004 e 2005).

Apesar das evidéncias de estresse (perda de peso corporal e aumento do peso da
adrenal), a privacdo de sono paradoxal de 24 e 96h ndo alteraram 0s niveis séricos de
corticosterona. O estrogénio € conhecidamente capaz de estimular a liberagdo de
glicocorticéides e ACTH induzidas pelo estresse (VIAU; MEANEY, 2004; LUND et al,
2004), e portanto, na auséncia do estrégeno o eixo HPA pode estar menos reativo,
evidenciado pelo niveis inalterados de corticosterona. Apesar disso, acreditamos que 0s niveis
de ACTH estejam elevados devido ao aumento de peso da glandula adrenal.

A reducéo do T4 serico e o declinio progressivo do T3 observados nos tempos de 24 e
96 horas de privagdo de sono paradoxal nas fémeas castradas corroboram com os achados de
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Bergmann et al. (1989), Everson e Reed (1995) e Everson e Nowak (2002), mas diferem dos
nossos resultados com fémeas intactas. Como a diminuicdo de T3 e T4 séricos sO aparecem
quando a PSP é induzida em fémeas ovariectomizadas, fica claro que os hormoénios gonadais
sd0 essenciais para a manutengdo dos HT nas ratas privadas de sono, e que isso é um efeito
direto dos hormonios sexuais sobre a funcdo tireoidea porque a castracdo nao alterou os niveis
de HT, assim, sugerimos que a resposta tireoidea a PSP é sexo-dependente, sendo entdo 0s
horménios sexuais femininos verdadeiros protetores da funcdo tireoidea pois impedem a
diminuigédo dos HT causada pela PSP e detectado em machos.

Apesar dos niveis séricos de TSH das fémeas castradas submetidas a PSP néo terem
sido avaliados neste estudo, devido a intensa diminuigdo de T3 e T4 nessas ratas, acreditamos
que o eixo HPT esteja alterado e sugerimos niveis reduzidos de TRH e TSH.

A D2 contribui fortemente para os niveis séricos de T3, porém apesar da elevada
atividade no TAM observada nas fémeas castradas ap6s 24 e 96h de privacdo de sono, 0s
niveis séricos de T3 declinaram progressivamente. Estas concentracdes baixas de T3
poderiam ser explicadas pela hipotermia provocada pela privacdo de sono. Nestas condi¢oes,
0 TAM ¢ ativado e consequentemente, ocorre aumento da atividade da D2, a fim de manter a
concentracdo de T3 requerida para a termogénese. A D2 hipofisaria foi maior apenas nas
fémeas castradas que permaneceram por 96h de privacdo de sono, e apds esse periodo de
privacao, o T3 e T4 sérico estavam baixos, demonstrando entdo uma falha no controle central,
que também foi visto nas ratas intactas. Esta ativacdo da D2 hipofisaria aumenta a
concentracdo local de T3 que consequentemente exercem o feedback negativo na hipofise,
impedindo o controle do TSH hipofisario sobre os niveis séricos de HT (BALZANO et al.,
1990) . Este aumento da atividade da D2 hipofisaria ndo foi observado apds 24h de privacéao
de sono paradoxal em fémeas castradas, o que poderia ser explicado pelos niveis séricos de
T4 normais.

Em fémeas castradas, a PSP por 24 e 96 horas causou redugdo da atividade da D1
hepaética e tireoidea e esta resposta pode ter sido causada pelas baixas concentracBes de T3 e
T4, jaque a D1 é regulada positivamente pelos niveis de HT circulantes (BERRY et al., 1990;
KOHRLE, 1999), entretanto, essa regulagio no foi observada no rim e hipofise, pois a D1
aumentou nesses tecidos. Os hormdnios gonadais também regulam positivamente a atividade
da D1 hepatica (LISBOA et al., 1997), o que também poderia explicar a diminui¢do da
atividade nas ratas castradas. Além disso, a desiodacdo hepatica e tireoidea contribui para 0s
niveis séricos de T3, o que poderia estar contribuindo para os baixos niveis de T3 sérico.

A influéncia dos hormdnios gonadais femininos na eficiéncia do sono rebote na
normalizacdo da funcdo tireoidea também pode ser sugerida. Na auséncia dos hormonios
gonadais, o sono rebote ndo normalizou os niveis séricos de HT, o que também foi visto nas
fémeas intactas, e também a atividade da D1 renal e tireoidea, as quais foram normalizadas no
nosso estudo com fémeas intactas. Verificamos uma efeito normalizador eficiente do sono na
atividade da D2 no TAM em fémeas castradas, ja que estas atividades se demonstraram
bastante elevadas ap6s 24 e 96h de PSD e além disso, a atividade da D2 hipd6fisaria também
foi normalizada nestas ratas, o que ndo foi visto nas intactas, sugerindo que o efeito
normalizador do sono rebote seja independente dos hormonios gonadais pelo menos na
atividade D2 e nos niveis séricos de HT.

Nossos resultados contrastam com os dados em machos presentes na literatura,
confirmando a existéncia de dimorfismo sexual na resposta tireoidea a PSP. Ao estudarmos a
funcdo tireoidea em ratas castradas, deixamos bem claro a importancia dos horménios sexuais
femininos nesse dimorfismo, pois fémeas castradas submetidas a PSP apresentam T3 e T4
séricos diminuidos, enquanto que as ratas intactas também submetidas a PSP tem T4 normal e
T3 aumentado, o qual normaliza na PSP de 96h, assim, além da contribuicdo periférica que
observamos através do aumento da atividade da D1 e D2, para esclarecermos a regulacéo do
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eixo HPT neste contexto, pretendemos avaliar o TSH, a atividade do NIS, da TPO e a resposta
hipofisaria ao TRH nas ratas castradas submetidas a PSP.

60



7 CONCLUSAO

Nosso trabalho demonstrou que a metodologia das plataformas multiplas modificada
para privacdo de sono paradoxal é uma técnica estressante, evidenciada pela perda de peso
corporal e aumento do peso da adrenal em fémeas intactas e castradas.

Dados da literatura que relacionam privacdo de sono e fungéo tireoidea séo escassos,
realizados predominantemente em machos e utilizam, principalmente, a privacdo de sono
total, nossos resultados de PSP em fémeas sugerem que o aumento nos niveis séricos de T3
seja independente da atividade do cotransportador Sodio/lodeto e da tireoperoxidase, uma vez
que ndo observamos alteracdo nessas atividades na glandula tireoide. E, que portanto, as
alteracdes sejam devido as modificacdes na atividade das iodotironinas desiodases, central e
perifericamente.

Além disso, podemos concluir pelos nossos resultados, que a auséncia do hormonio
sexual feminino e a ativacdo do sistema simpatico pela privacdo de sono podem ser 0s
responsaveis pela reducdo de T3 ap06s 24h e de T3 e T4 séricos apds 96h de PSP; assim, fica
evidente a importancia dos horménios gonadais femininos para a manutencdo dos niveis de
T3 e T4 em ratas privadas de sono.

O efeito de 24 e 96h de privacdo de sono em aumentar a atividade da D2 no TAM e
hipdfise foi encontrado em fémeas intactas e castradas, porém o aumento no TAM foi mais
exacerbado nas fémeas castradas enquanto na hipofise, o maior aumento foi visualizado nas
fémeas intactas, assim, concluimos que o estimulo para aumentar a atividade D2 na PSP é
independente dos hormonios gonadais femininos, diferente da regulacdo da D1, pois,
contrario ao aumento de D1 no figado, rim e tireoide de fémeas intactas, a D1 hepatica e
tireoidea diminuiu nas fémeas castradas submetidas a PSP.

O sono rebote de 24h demonstrou-se suficiente na normalizacdo do TSH, o que nao foi
visto nos HT, sugerindo um provavel efeito central. Em relacdo a atividade da D1 renal e
tireoidea e D2 no TAM em fémeas intactas, percebemos um grande efeito normalizador do
sono rebote, e na auséncia dos hormdnios gonadais, este efeito foi mantido apenas sobre a
atividade da D2 no TAM além da hipofisaria, que também foi normalizada neste grupo.
Nossos resultados sugerem que hormoénios femininos apresentam um papel importante para o
efeito normalizador do sono rebote sobre a D1 enquanto que este efeito no HT e D2 parecem
ndo sofrer influéncia destes hormonios sexuais.
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