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RESUMO

A vida moderna vem diminuindo o tempo de sono da maioria dos homens
devido as exigéncias da vida moderna, os efeitos dessa diminuicdo tem sido
extensivamente estudados nos ultimos anos em homens e em modelos animais, No
entanto os efeitos da privacdo de sono na funcgao tireoidiana sdo pouco estudados.
O nosso grupo foi pioneiro em demonstrar os efeitos da privagdao de sono REM na
funcao tireoidiana, trabalhos anteriores relacionados a funcéao tireoidiana faziam
privacdo de sono total. Neste trabalho nosso objetivo foi avaliar se os efeitos
observados anteriormente na funcao tireoidiana apds privacdo de sono REM eram
diretamente pela privacdo de sono ou secundarios a um hiperadrenocorticismo e/ou
hiperestimulagdo B-adrenérgica. Ratos machos (250-300g) do biotério da UFRRJ
foram mantidos em ciclo claro-escuro (7-19h) temperatura controlada (22° + 2°C)
com comida e agua ad libitum; Para o protocolo do propranolol os animais foram
distribuidos em: 1 controle (C), com padrdo de sono normal; 2 controle tratado com
propranolol (C+P); 3 privados de sono por 24h (P24);4 privados de sono por 24h
com rebote de 24h (P24R); 5- P24 tratados com propranolol (P24+P) e, 6 P24R
tratados com propranolol (P24R+P). Todos os animais foram tratados com benzoato
de propranolol na dose 30mg/Kg ou com agua nos grupos controles por 14 dias.
Para o protocolo da adrenalectomia (Ax), os animais foram anestesiados e
adrenalectomizados, falso operados (Fo), apos 10 dias de cirurgia os animais foram
distribuidos em: Fo, Ax adrenalectomizados com padrdo de sono normal; privados
de sono por 24h ou 96 com seus respectivos rebotes( P24, P96, P24R e P96R) e Ax
privados de sono por 24 e 96 horas com seus respectivos rebotes (AxP24, Ax P96,
AxP24R e AxP96 e AxP96R). Todos os animais foram eutanaziados no mesmo dia,
sangue coletado para analise de T3, T4, TSH e corticosterona; figado(F) e
tireoide(T) para analise da desiodase tipo 1 (D1), hipofise(H), tecido adiposo marrom
(TAM) e hipotalamo(HP) para a atividade da desiodase tipo 2 (D2). Todo
procedimento foi aprovado pelo comité de ética da UFRRJ 003/2015. O T4 diminui
em ambos os protocolos, o T3 ndo muda no protocolo do propranolol, onde a D1
aumenta no F em todos os grupos e nao sofre alteracdo na T, a D2 aumenta no
TAM apenas em P24+P e em P24R+P no HP enquanto em H D2 diminui em C+P e
P24+P e o rebote normaliza. A corticosterona diminuiu em todos os Ax e AxP24, ja
no Ax96 houve uma normalizacdo dessa diminuicdo. O TSH aumentou em Ax e
normalizou em AxP24 e AxP24R quando comparados ao Fo. Podemos concluir que
a diminuicao do T4 é independente de uma hiperativacdo adrenérgica, pois nem a
adrenalectomia nem o bloqueio B-adrenérgico foram eficazes na manutencdo dos
niveis de T4 e que a privagao de sono leva a uma falha no mecanismo de feedback
uma vez que o T4 diminuido ndo estimula o aumento do TSH e que provavelmente o
T3 nao sofre alteragdo devido ao aumento da conversao periférica de T4-T3.



ABSTRACT

Modern life is shortening the sleep time and the consequences of this decreased has
been studied in humans and animal models. Nevertheless, the effects of sleep
deprivation in thyroid function are rarely studied. Our group pioneered in
demonstrating the effects of paradoxcal sleep deprivation in the thyroid function;
previous stududy related to thyroid function did full sleep deprivation. In this study,
our objective was evaluating if the recent data we observed effects on thyroid
function after paradoxcal sleep deprivation were due to the sleep deprivation or
secondary to an hyperadrenocorticism and/or B-adrenergic hyperstimulation. Male
rats (250-300g) from UFRRJ, animal care were kept in light-dark cycles (7-19h),
controlled temperature (22° + 2°C) with food and water ad libitum. For the propranolol
protocol, the animals were distributed in 6 groups: 1 control (C), with a regular sleep
pattern; 2 control treated with propranolol (C+P); 3 sleep deprived for 24h (P24); 4
sleep deprived for 24h with a 24h rebound period (P24R); 5 P24 treated with
propranolol (P24+P) and 6 P24R treated with propranolol (P24R+P). All animals
were treated with a 30mg/Kg dosage of propranolol benzoate or water in the control
groups, for 14 days. For the adrenalectomy protocol, (Ax), the animals were
anesthetized e adrenalectomized, or Shan, after 10 days of surgery the animals were
divided as: Sham, sleep deprived for 24h or 96 with their respective rebound periods
(P24, P96, P24R and P96R) e sleep deprived Ax for 24 e 96 hours with their
respective rebound periods (AxP24, Ax P96, AxP24R e AxP96 and AxP96R). All
animals were euthanized on the same day; blood was collected for T3, T4, TSH e
corticosterone analisys; liver(F) and thyroid(T) for type 1 deiodinase (D1),
hypophysis (H), brown adipose tissue (TAM), hypothalamus (HP) for type
2deiodinase (D2) activity. The entire procedure was approved by UFRRJ Ethics
Committee 003/2015. T4 decreased in both protocols, T3 had no change in the
propranolol protocol, where the D1 increases at the F in all groups and sees no
changes in the T; D2 increases on TAM only in P24+P and P24R+P at the HP, while
in the H D2 decreased on C+P and P24+P but normalizes after the rebound period.
Corticosterone decreased in all Ax e AxP24, yet on Ax96 this decrease normalized.
TSH increased in Ax e and normalized in AxP24 e AxP24R when compared to
Sham. We can conclude that the decrease in T4 is independent to an adrenergic
hyperactivation, for neither the adrenalectomia nor the B-adrenergic block were
effective in maintaining T4 levels and sleep deprivation leads to a failure in the
feedback mechanism once the diminished T4 doesnt stimulate a TSH increase and
that T3 probably suffers no alteration due to the increase in T4-T3's peripheral
conversion.
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LISTA DE ABREVEATURAS

EEG Registro eletroencefalografico

REM Sono de movimentos oculares rapidos (do inglés rapid eye moviment)
GH Hormonio do crescimento

HT Hormonios tireoideos

TRH Hormaénio liberador de tirotrofina

TSH Hormonio estimulador da tireoide

NIS co-transportador Na+/I-, Natrium lodide Symporter
MIT Monoiodotrofina

DIT Diiodotirosina

TPO Enzima tireoperoxidase

D1 e D2 lodotironina desiodases tipo 1 e tipo 2

TAM Tecido adiposo marrom

ACTH Horménio adenocorticotropico

GPX glutationa peroxidase
SOD superoxido dismutase

H202 Peroxido de hidrogénio
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

Historicamente o tempo que os seres humanos passam dormindo ocupa 1/3 do tempo
total da vida de cada individuo. O sono é uma fase da vida de todos os animais superiores e
até de alguns invertebrados, muito importante para manutencdo da homeostase. O ciclo vigilia
sono € dividido em trés fases: Vigilia, sono REM e sono ndo-REM, que se diferem por seus
padroes de atividades das ondas corticais que sdo identificados por registros
eletroencefalograficos. O sono REM, apesar de possuir padroes eletroencefalograficos muito
semelhantes ao da vigilia, é acompanhado de uma intensa atonia muscular identificada por
registros de eletromiograma e movimentos voluntarios do globo ocular, por esses motivos
esta fase de sono foi identificada de REM (do inglés, rapid eyes moviment) e posteriormente
de sono paradoxal pela semelhanca de seus registros com a vigilia seguido de atonia

muscular.

Essas trés fases se alteram ciclicamente durante as horas de sono, tendo a fase REM
seus episodios prevalentemente nas Ultimas horas de sono. A vida moderna vem encurtando o
tempo de sono dos seres humanos seja por excesso de trabalho, estudo, atividades de
entretenimento ou mesmo disfuncgdes fisioldgicas, sendo a fase REM a mais encurtada, pois

poucos conseguem dormir as 8 horas necessarias devido as atividades do dia a dia.

Nos Ultimos anos os efeitos da privacdo de sono tém sido extensivamente estudados
em diversos modelos e sistemas. Poucos trabalhos relatam os efeitos da privagdo de sono e
funcdo tiredidea, alguns trabalhos relatam efeitos da privacdo de sono total na funcgdo
tiredidea, entretanto, nosso grupo € pioneiro no estudo dos efeitos da privacdo de sono REM
(paradoxal) nas alteracBes da funcdo tireoidiana e no metabolismo extratiredideo das

iodotironinas de ratos machos e fémeas.
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A glandula tireoide é responsavel pela sintese e secre¢do dos hormonios tireoidianos
(HT) tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), a regulacdo desta glandula é feita através de
mecanismos centrais no hipotalamo e na glandula hipdfise que produzem TRH e TSH,
respectivamente, e controlados pelo mecanismo de feedback negativo. O TRH é produzido no
hipotdlamo e através da via porta-hipofisaria, estimula a hipofise a sintetizar e liberar o TSH
na corrente sanguinea e através da sua ligacdo com seu receptor, presente na membrana da
célula da tireoide estimula a sintese de T4 e T3, o hormonio tireoidiano que possui atividade
bioldgica é o T3, devido sua afinidade pelo receptor de hormdnio tiredideo. O T4 é convertido
em T3 através da atividade das iodotironinas desiodases tipos 1 e 2 (D1, D2 e D3,
respectivamente), que séo capazes de promover a desiodacdo do anel externo do T4 (D1 e D2)
produzindo T3 ou do anel interno do T4 (D1 e D3) produzindo T3 reversa, que parece também
ndo ter atividade bioldgica, assim essas enzimas sdo responsaveis pela ativacdo ou inativacdo dos
hormonios tiredideos. Muitos trabalhos vém demonstrando que outros sistemas endocrinos sao
capazes de modular a funcdo tireoidea, como os sistemas cardiovascular, gonadais e adrenais
entre outros. Os efeitos do estresse sobre a funcdo tireoidiana tém sido extensivamente
estudados nos Gltimos anos, Nosso grupo observou que a privacdo de sono paradoxal é capaz
de modular a fungdo tireoidiana de ratos machos e fémeas alterando os niveis séricos dos
horménios TSH, T4 e T3, no entanto, se os efeitos observados foram devido a privacdo de

SONo ou ao estresse causado por ele, ndo era esclarecido.

Neste trabalho nosso objetivo foi avaliar se os efeitos sobre a fungdo tireoidiana
observados anteriormente em ratos machos privados de sono paradoxal foram devido a
privacdo de sono ou se foram secundarios a hiperativacdo da glandula adrenal e/ou pela
estimulacdo P adrenérgica, além de estudarmos um possivel efeito no mecanismo REDOX

desta glandula.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1. Sono

O sono é um estagio fisioldgico da maioria dos seres vivos, muito importante para
manutencdo da homeostase. O ciclo vigilia-sono € dividido em trés fases, vigilia, sono REM e
sono Nd&o REM, que se diferenciam por seus padrGes eletroencefalograficos,

eletrooculogréfico e eletromiografico (Figura 1).

e ek e ~A~"M‘VJM¢’“M'WW
EOG e/ f_‘?\, V' '
PR NI VWY DY SIPCUI | L M*WMMW
EMG e B s B L Y

Figura 1. Padrdes eletroencefalografico (EEG) e eletrooculografico (EOG), eletrodo no nucleo geniculato lateral
(LGN) e padrdo eletromiografico (EMG), nos diferentes estagios: vigilia, sono ndo-REM e sono REM (adaptado
de Rechtschaffen e Siegel, 2000).

O sono REM (do inglés rapid eye moviment), foi assim descrito por Dement e
Kleitman (1937), onde observaram que o0 aumento da atividade cerebral ocorria
simultaneamente a movimentos oculares rapidos. Posteriormente, Jouvet e Michel (1957)
observaram que apesar de um aumento da atividade cerebral, a atividade muscular €
diminuida, ocorrendo uma atonia da musculatura esquelética voluntéria, e, por isso
denominaram essa fase como sono paradoxal. O sono Ndo-REM, também conhecido como
sono de ondas lentas é dividido em 4 fases de baixa atividade cortical, no entanto n&o ocorre
atonia muscular, essas fases se alternam com a vigilia ciclicamente durante as horas de sono e,

esses ciclos se diferenciam também entre criangas, adultos e idosos (Figura 2).
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Figura 2. Fases do ciclo do sono: vigilia, sono REM e fases 1, 2, 3 e 4 do sono ndo-REM em diferentes fases da
vida: infancia, adulto e idosos ( adaptado de Rechtschaffen e Siegel, 2000).

O sono possui um efeito modulatério na maioria dos sistemas fisiologicos, sendo bem
descritos que o encurtamento das horas de sono é capaz de alterar inimeros componentes dos

sistemas endocrinos.

2.2.  Vigilia

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

a fase escura (Alvarenga, 2008).

2.3.  Sono Nao- REM

O sono ndo-REM ¢ caracterizado pela diminuicdo das atividades neural, da taxa
metabolica, da temperatura corpoOrea, da atividade simpatica, da pressao arterial e da
frequéncia cardiaca, porém nesta fase ndo ocorre atonia muscular (Rechetschaffen e Siegel,
2000).
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Nesta fase alguns hormonios sdo liberados, como o horménio do crescimento (GH)
que ja é bem descrito ter uma relagdo com o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal de mamiferos,
onde 0 aumento do ACTH leva a diminuicdo da amplitude dos picos de GH (Axel e steiger,
2006).

2.4. Sono REM

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

Em humanos, os episodios desta fase ocorrem predominantemente nas ultimas horas de
sono (Figura 3), sendo por isso a fase mais afetada pelo encurtamento das horas de sono que
vem ocorrendo com as exigéncias da vida moderna. O sono REM também conhecido como
sono ativo ja é bem descrito por ser muito importante para sintetizacdo e liberacdo de

indmeros hormonios.

vigila & 2
Fa== 1 |- I

Heraz o 1 ] a 4 =1 -} 7 a2

Figura 3. Esquema representativo demonstrando a alternancia das fases vigilia, sono Ndo REM fases 1,2,3 e 4 e
sono REM, (mmspf.msdonline.com.br/secdo_06/cap_064.html).
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2.5.  Sono e Regulacdo Hormonal

O sono ¢é regulado por fatores circadianos, hormonais e homeostaticos. O nucleo
supraquiasmatico (NQS) do hipotalamo anterior é a estrutura responsavel pela manutencéo do
ciclo circadiano, que é ativado pela presenca ou auséncia de luz dependendo do habito de
cada espécie (Kandel 2000). A luz do ambiente estimula o NQS via feixe retino hipotalamico

pela acdo do hormonio melatonina que é secretado pela pineal.

Os horménios gonadais estdo relacionados com as fases do sono. Em homens a
concentracdo de testosterona sdo minimas no inicio do sono e maximas nas primeiras horas da
manha (Evans et al., 1971; Lejeune et al., 1987).

Em humanos a concentracdo de cortisol atinge seus valores maximos durante as
primeiras horas da manha, diminuindo ao longo do dia tendo no inicio do sono seus menores
niveis (Follenius et al., 1992). Na segunda metade do sono os valores deste horménio
apresentam um modesto aumento, onde prevalece a fase REM do sono. O hormdnio liberador
de corticotrofina (CRH) é o mais marcante neuropepitideo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA), e, é o principal regulador da vigilia sendo inibido no sono Ndo-REM, agindo

em regides hipotalamicas e extrahipotalamicas. (Suchecki D et al., 2013).

O TSH, fisiologicamente, tem seus valores maximos no inicio do sono e minimos
durante o dia. A privacdo ou mesmo a restricdo de sono diminui gradativamente a secre¢éo de
TSH, tendo valores maximos no inicio do sono (Luck et al., 1976; Brabant et al., 1990; Van
Cauter & Tasali, 2011).
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2.6. Tireoide
v" Sintese dos hormonios tireoidianos

A glandula tireoide esta localizada na cartilagem cricdide da traqueia, possuindo dois
I6bulos responsaveis pela sintese e secrecdo dos horménios tireoidianos (HT), 3,5,3", 5°
tetraiodotironina (T4), e, em menor quantidade 3, 5, 3" triiodotironina (T3). Sendo estes
horménios esséncias para o crescimento e desenvolvimento (Greenspan, 1994). Os HT
também sdo responsaveis pela manutencdo do metabolismo e necessarios para funcdo normal
de toadas as células (YEN, 2001).

A funcédo tireoidiana ¢ modulada pelo mecanismo de feedback negativo do eixo
hipotalamo-hipdfise-tireoide (HHT), onde o nlcleo paraventricular do hipotadlamo sintetiza e
libera via porta-hipofisaria o hormonio liberador de tireotrofina (TRH) que estimula a hipofise
a sintetizar e liberar na corrente sanguinea o hormonio estimulador da tireoide (TSH) que age
nas células tireoidianas através de seus receptores especificos, estimulando a sintese e
secrecdo de T4 e T3. O aumento dos niveis séricos destes horménios regula negativamente o
eixo HHT, inibindo a sintese e secrecdo de TRH e TSH. (Yen, 2001).

A sintese dos horménios tireoidianos depende de uma sequéncia de eventos: o
transporte do iodeto pela membrana basal através do co-transportador Na*/I" - NIS (do inglés,
natrium iodine simporter); sintese e transporte da tireoglobulina (TG), oxidacdo do iodeto e
subsequente iodacdo dos residuos tirosil da TG e acoplamento das iodotirosinas
monoiodotirosina e diiodotirosinas (MIT e DIT, respectivamente), este processo é catalisado
pela tireoperoxidase (TPO) quando esse acoplamento ocorre entre duas moléculas de DIT,
forma o T4 e quando este ocorre entre uma molécula de MIT e uma de DIT forma o T3
(Larsen et al., 1998). (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo esquematica da sintese dos horménios tireoidianos. 1) Transporte do iodeto
proveniente da dieta para o interior da célula pelo NIS; 2) Transporte do iodeto até o limen celular; 3) Oxidacéo
dos ions iodeto pela TPO e H202; 4) Ligacdo do iodeto aos residuos tirosil e formacdo dos hormdnios
tireoidianos; 5) Prote6lise das moléculas TG-hormonio; 6) Desalogenacdo de MIT e DIT; 7) Liberacdo dos
hormdnios T3 e T4 e moléculas de TG. L: lisossomo; M: mitocdndria; R: ribossomos; P: peroxissomo; G:
complexo de Golgi; ER: reticulo endoplasmatico rugoso; N: ndcleo; E: endossomo. Adaptado de Pardo, 2007.

O T4 ¢ gerado exclusivamente pela tireoide, enquanto o T3 sérico €, principalmente,
produto da desiodacdo periférica do T4 pelas iodotironinas desiodases. Esta constatacao foi
feita na década de 70, onde foi detectado T3 em pacientes tireoidectomizados e reposto
apenas com T4, confirmando uma conversédo extratiredidea de T4 em T3 (German e Galton,
1997). Esta conversdo é feita através das iodotironinas desiodases, presente em todos 0s
vertebrados que podem ativar ou inativar a acdo dos horménios tiredideos (Bianco et al.,
2002)..

O T3 é o0 hormodnio biologicamente ativo, por possuir maior afinidade aos receptores

de horménios tireoidianos (TR). Quando a desiodacdo ocorre no anel fendlico do T4 é

formado o T3, também conhecida como via bioativadora. Quando essa desiodacéo ocorre no

anel tirosilico é formado o T3 reverso (rT3) que é conhecido como via bioinativadora, estes

processos sao componentes intrinsecos da homeostase dos horménios tireoidianos (Kohrle,
1999).
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Baseado em vérios fatores, como andlise da cinética e padrdo de inibi¢cdo 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 desiodagdo do anel interno (tirosilico) das
iodotironinas, principalmente quando sulfatadas. Uma terceira enzima também foi
identificada, a desiodase tipo 3 (D3), que catalisa a desiodacdo no anel interno de T4 e T3,
produzindo rT3 e 3,3’- e -T2, respectivamente (Bianco et al., 2002) (Figura 5) Diversos
estudos demonstram que fatores estressantes podem influenciar na atividade destas enzimas
podendo alterar os niveis séricos dos hormonios tireoidianos (Lima et al., 2006; Lisboa et al.,
1997; Bianco et al.,1987).
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Figura 5. Representacdo esquematica da cascata de desiodagdo das iodotironinas. Vias de ativacdo ou inativagao
das iodotironinas pelas enzimas desiodases tipo 1 (D1), 2 (D2) e 3 (D3). Adaptado de Leonard & Visser, 1986 e
Bianco et al., 2002.
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v" lodotironina desiodase tipo 1 (D1)

A iodotironinas desiodase tipo 1 foi a primeira selenoenzima que teve seu
sequenciamento realizado em ratos, camundongos, galinhas e humanos (Berry et al., 1999;
Maia et al., 2005). Em humanos, a D1 pode ser encontrada no figado, rim, tireoide (Ishii et
al., 1982), hipdfise (Koenig, 2005) dentre outros tecidos enquanto em ratos, pode ser
encontrado no figado, rim e sistema nervoso central (SNC), hipofise, intestino, tireoide, tecido
adiposo marrom (TAM), musculo esquelético e placenta (Kohrle, 1994; Leonard & Kohrle,
1996; Bianco et al., 2002).

Os hormonios tireoidianos, principalmente o T3 regula positivamente a D1
estimulando diretamente a transcricdo desta enzima, aumentando o0s niveis de RNA
mensageiro e da proteina (Meyer et al., 2007). A D1 esta ancorada ha membrana plasmatica

através de um nico dominio transmembrana voltado para o citosol (Bianco et al., 2006).

A D1 tiredidea parece ser modulada diferentemente de outros tecidos, Erickson e
colaboradores (1982), demonstraram que a D1 € regulada positivamente peso TSH, este
achado foi confirmado posteriormente por Leonard & Visser (1986) e Kohrle (1999). Muitos
estudos vem demonstrando que outros horménios como estrogénio, testosterona e 0s
glicocorticoides, podem regular a atividade desta enzima e, consequentemente, alterar os

niveis séricos dos HT (Gereben et al., 2008).

v" lodotironina desiodase tipo 2 (D2)

A D2 é a selenoenzima conhecida como enzima ativadora do hormonio tireoidiano,
uma vez que esta sO é capaz de desiodar o anel externo do T4, convertendo-o em T3, esta
conversdo ocorre no interior das celulas, pois, o seu sitio ativo COOH esta localizado no
citosol enquanto a por¢do NH> se encontra no limem do reticulo endoplasmatico (Bianco et
al., 2002).
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A D2 esté localizada predominantemente no SNC, tecido adiposo marrom (TAM),
utero gravidicio, glandula pineal e timo de ratos (Germain e Galton, 2005; Galton et al., 2001;
Bianco et al., 2002). Em humanos a D2 também foi encontrada em tiredide, artéria coronaria,
coragdo, na medula espinhal e, em menor quantidade em rim, pancreas e musculo esquelético
(Tanaka et al., 1986; Croteau et al., 1996; Salvatore et al., 1996; Bianco et al., 2002; Larsen
et al., 2009).

Estudos demostram que a D2 no TAM ¢ essencial para manutencdo da termogénese,
onde sua atividade é aumentada em ratos expostos ao frio (Bianco e sinva, 1987; carvalho et
al., 1991). Jesus e colaboradores demonstraram em animais knickout para D2, quando
expostos ao frio apresentam hipotermia e s6 sobrevivem com aumento dos tremores, seguida
de uma consideravel perda de peso corporal. Esta acdo termogénica da D2 leva ao aumento da
transcricdo das UCP 1 e UCP 3, proteinas desacopladoras do complexo fosforilacdo oxidativa
mitocondrial levando ao aumento da producdo de calor (Moreira et al., 2005). A D2 no
TAM ¢ regulada positivamente pela atividade simpatica, Bianco e colaboradores (2005),
demonstraram que o aumento da atividade simpética eleva a atividade da D2 em 50% neste
tecido.

v Regulacao da funcao tireoidiana

Além dos mecanismos intrinsecos do eixo HHT para modula¢édo da funcéo tireoidiana,
outros sistemas enddcrinos sdo capazes de modular positiva ou negativamente a funcao

tireoidiana.

Os distarbios tireoidianos sdo mais comuns em mulheres do que em homens, esses
disturbios estdo associados a mudangas nos niveis dos esteroides sexuais, em particular

durante a puberdade, gestacdo e menopausa (Marassi et al., 2007).

Os glicocorticoides também sdo importantes moduladores da funcgdo tireoidiana
diretamente pela inibicdo da secrecdo de TSH ou pelo aumento da conversao periférica do
T4 pela D2, principalmente no TAM. Neste tecido j& é bem descrito que os glicocorticoides
aumentam a atividade da D2 via receptores -2. A diminuicdo destes hormonios ou mesmo o

bloqueio medicamentoso dos receptores adrenérgicos inibem a atividade desta enzima.
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v’ Tireoide e propranolol

Inimeros farmacos de uso amplo na clinica podem alterar os mecanismos de producéo
dos HT e do metabolismo extratireoidiano. O propranolol ¢ um B-bloqueador ndo seletivo
amplamente utilizado no tratamento de arritmias cardiacas, angina, hipertensdo arterial e no

tratamento adjuvante a tirotoxicose (Fonseca WC & Melek FE 2013).

Muitos trabalhos vém associando inumeros tipos de estresse com a fungo tireoidiana,
e, utilizando o propranolol para analisar a atividade da D2 sendo modulada pelo estimulo 3-
adrenérgico, no entanto esses resultados sdo contraditorios. Bocco e colaboradores (2016)
observaram que o propranolol é capaz de impedir 0 aumento da D2 nos musculos soleus e
gastroquinémio ap6s o exercicio em ratos. Branco e colaboradores (1999) utilizando a
mesma dose de propranolol observaram que a exposicéo ao frio aumenta a atividade da D2 e
que o propranolol ndo normaliza esse aumento. Ja Louzada e colaboradores (2013)
observaram que o propranolol diminuiu parcialmente o aumento da D2 no musculo soleus e

gastroquinémio em ratos também expostos ao frio.

v' Estresse oxidativo e tireoide

O peroxido de hidrogénio (H202) € uma espécie reativa de oxigénio (ERO) que é
continuamente produzida nas células, mas em geral € mantida em baixas concentra¢des dentro
da célula pela acdo de algumas peroxidases como a glutationa peroxidase (GPX) e a catalase
além de outros mecanismos antioxidante. Baixas concentragdes de H202 podem agir como
segundo mensageiro agindo em inumeros processos celulares, no entanto altas concentracdes

de H202 podem ser toxica para a maioria das células.

Antioxidantes sdo quaisquer substancias que, quando presentes em pequenas
concentragOes, retardam ou inibem a acdo das ERO e podem agir em diferentes niveis do
estresse oxidativo. Em 1954, Gershman e Gilbert propuseram que a maioria dos efeitos

danosos causados pelas concentracfes elevadas de oxigénio nos organismos vivos podia ser
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atribuida a formacdo de radicais livres. Entretanto, essa ideia ndo despertou interesse de
muitos pesquisadores até a descoberta, em 1968, de uma enzima que é especifica para a
remocao catalitica de um radical de oxigénio (Mc Cord & Fridovich, 1969). Essa enzima
denominada superoxido dismutase (SOD), juntamente com outras duas — catalase e glutationa
peroxidase — sdo as principais defesas antioxidantes que atuam nos organismos superiores
(Halliwell & Gutteridge, 1989).

A biossintese dos HTS é catalisada pela TPO que tem o iodeto e tiroglobulina como
substrato, no entanto o H202 é um fator limitante para a biossintese desses hormdnios. O
H202 é produzido na membrana apical do tiredcito pela NADPH oxidase (NOX) pela Dual
oxidase (DUOX 1/4) (Fortunato, R.S, et al., 2013). A grande concentracdo de H202 dentro
do tiredcito é importante para sintese, sinalizacdo, proliferacdo da célula tireoidiana
(Schweizer U et al., 2008).

A melatonina é um hormonio diretamente relacionado com a inducdo do sono além de
possuir uma atividade antioxidante conhecida, produzido principalmente pela glandula pineal,
mas também é produzido em outros tecidos, tais como retina e intestino grosso (Guyton,
1973). A funcdo de antioxidante da melatonina parece desencadear uma protecdo substancial
contra os radicais livres que sdo gerados em uma variedade de situagcdes experimentais,
incluindo a injaria por esquemia/reperfusdo. Por essa razdo, ela vem sendo utilizada

terapeuticamente em cirurgias e transplantes (Reiter & Maaestroni, 1999).

Poucos trabalhos demonstram a atividade das enzimas oxidantes apds privacdo de
sono paradoxal. Lungato e colaboradores (2013) demonstraram que a privacdo de sono
paradoxal por 72 horas leva um aumento da SOD em cultura de esplendcitos. Ndo ha

trabalhos relacionando a PS com a producdo de ERO na tireoide.
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2.7.  Privacdo de sono e sistema endocrino

As atividades e cobrancas da vida moderna vém encurtando o tempo de sono da
maioria dos seres humanos, seja por excesso de trabalho, estudo, atividades de entretenimento
ou mesmo disfuncgdes fisioldgicas que levam a insbnia. Os efeitos deste encurtamento nos
sistemas enddcrinos tém sido extensivamente estudados nos dltimos anos, ja foram descritas
alteracdes hormonais e neuroguimicas (Tasali et al., 2008), por exemplo, Spigel et al. (1999)
relataram aumento das concentracdes de cortisol e da atividade simpatica, além de maiores
concentracfes de marcadores inflamatorios em homens jovens restritos de sono 4 horas por

noite, durante seis noites.

A privagdo de sono em homens e animais provoca diversas alteragbes como
diminuicdo do desempenho psicomotor e cognitivo, variagdo de humor, disfungdes
metabolicas, alteracdes em parametros comportamentais (Vogel, 1975; Suchecki et al, 2003;
Silva, 2004; Frussa-Filho, 2004; Hipdlide, 2005; Antunes, 2006; Araujo, 2006; Allard, 2007;
Guzman-Martins, 2008; Tasali, 2008; Alvarenga et al, 2008), além de seu efeito
antidepressivo, devido sua acdo na modulacdo nos receptores serotoninérgicos em casos

agudos de privacao de sono (Giedke e Schwarzler, 2002).

O principal eixo neuroenddcrino envolvido na resposta ao estresse € 0 eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA, do inglés: hypothalamic-pituitary-adrenal). A ativacdo do
eixo HPA leva a liberacdo de CRH pelo hipotalamo, que consequentemente induz a liberagdo
de ACTH pela hipofise, que vai estimular a liberagdo de glicocorticoide pela adrenal, cortisol
em humanos ou corticosterona em ratos (Steiger, 2002; Buckley & Schatzberg, 2005). No
entanto, os dados relacionando a privacdo de sono e a liberacdo de glicocorticoides sdo muito

controversos.
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2.8.  Privacdo de sono e tireoide

Apesar de muitos estudos relacionarem os efeitos da privacdo de sono em inumeros
sistemas enddcrinos, poucos estudos relacionam a privacdo de sono com 0s hormonios
tiredideos. Na década de 90, alguns estudos correlacionaram os efeitos da privacdo de sono
com a funcdo tiredidea, no entanto esta privacdo ndo era seletiva de sono paradoxal, e sim,
privacao total de sono através da metodologia dos discos giratérios. Com esta metodologia,
Balzano e colaboradores (1990) observaram uma diminuicdo do T4 e aumento da atividade da
D2 no TAM. Everson e colaboradores (1995) também observaram diminui¢do do T4 e do T3,
e, posteriormente, Everson (2001) observou aumento da expresséo de TRH, mas ndo da D2 no
hipotdlamo. Nos Ultimos anos, nosso grupo vem estudando os efeitos da privacdo seletiva de

sono paradoxal (PSP) na funcdo tireoidiana em ratos machos e fémeas.

Nascimento e colaboradores (2014) ndo observaram diferenca nos niveis de T4
enquanto o T3 aumentou em 24 horas de PSP e o TSH diminuiu tanto em 24 quanto em 96
horas de PSP em ratas intactas. Em ratas castradas, Nascimento e colaboradores (2014)
observaram uma diminuicdo do T4 em 96 horas de PSP e do T3 em 24 e 96 horas de PSP,
demostrando que em fémeas a PSP ndo causa diminuicdo dos hormonios tireoideos

provavelmente por uma acdo estimulatoria/relulatéria dos horménios gonadais femininos.

Nosso grupo (Rodrigues et. al., 2015) observou que a privacdo de sono paradoxal
(PSP) por 24 e 96 horas foi capaz de diminuir os niveis séricos de T4, e 0 sono rebote foi
capaz de normalizar esta diminuicdo, além disso, a diminui¢cdo do T4 foi acompanhada de
uma diminuigdo do TSH sérico. J4 0 T3 aumentou tanto em 24 quanto em 96 horas de PSP e 0
sono rebote ndo foi capaz de normalizar este aumento, havendo concomitante um aumento

significativo da atividade da D2 no tecido adiposo marrom e um aumento da corticosterona.

Na clinica, muitos diagnosticos de hipotireoidismo se ddo sem uma prévia avaliagdo
da funcdo adrenérgica, sendo muito comum um diagndstico tardio de hipotireoidismo
secundario ao hiperadrenocorticismo, sendo assim necessario 0 esclarecimento se os efeitos
observados na funcdo tiredidea apOs privacdo de sono sdo pela privacdo de sono ou
secundario a alteragdes do estresse causado pela privacao.

27



3. OBJETIVOS



3.1.

Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar se as alteracdes tireoidianas causadas pela privacao

de sono paradoxal em ratos machos sdo resultado de uma agéo direta da privacdo de sono, ou

se sdo secundarias a uma hiperativacdo da adrenal, ou se ocorrem devido a um aumento da

ativacdo dos receptores [ adrenérgicos, além disso estudamos possiveis alteracbes no

mecanismo REDOX da glandula tireoide.

3.2.

Objetivos especificos

Analisar os niveis séricos de T3 e T4 em ratos intactos ou tratados com
propranolol e privados de sono paradoxal por 24 horas, bem como o efeito
rebote.

Analisar a atividade da iodotironina desiodase tipo 1 e 2 em ratos intactos ou
tratados com propranolol e privados de sono paradoxal por 24 horas, bem

como o efeito rebote.

Analisar 0s niveis séricos de corticosterona em ratos intactos ou
adrenalectomizados e privados de sono paradoxal por 24 e 96 horas, bem

como o efeito rebote.

Analisar os niveis séricos de T3 e T4 em ratos intactos ou adrenalectomizados
e privados de sono paradoxal por 24 e 96 horas, bem como o efeito rebote.

Analisar os niveis séricos de TSH em ratos adrenalectomizados e privados de

sono paradoxal por 24 horas.

Avaliar a atividade do glutationa peroxidase, catalase e da superdxido
dismutase na tireoide de ratos intactos ou privados de sono por 24 horas,

bem como o efeito rebote.
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4. MATERIAL E METODOS



4.1. ANIMAIS

Ratos Wistar, machos (200-250g) do biotério da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), foram mantidos em ciclo de claro escuro de 12 h (7 as 19h — periodo claro)
e temperatura controlada 22°C, com comida e agua ad libitum. Todo o protocolo experimental

foi aprovado pelo comité de ética e bem estar animal da UFRRJ, processo N°. 003-2015

4.2.  Privacéo de sono paradoxal

O protocolo usado para a privagdo de sono paradoxal (PSP) foi baseado na
metodologia das plataformas maltiplas modificada (Andersen et al., 2004). Para a PSP foram
utilizadas 8 plataformas circulares (6,5 cm de didmetro), com 1 cm acima da superficie em um
tanque de 57 x 48 x 21-cm cheio de agua (Figura 6). Os ratos foram colocados nas
plataformas (5 ratos por tanque) e eles podiam se mover pulando de uma plataforma para
outra. Quando eles atingiam a fase paradoxal do sono, eles caiam na dgua devido a atonia

muscular, sendo acordados.
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Figura 6. Foto representativa da metodologia das plataformas multiplas modificada utilizada para a privagdo de
sono paradoxal em nosso estudo.
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4.3.  Grupos experimentais

Ratos machos do biotério da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro foram
mantidos no biotério de experimentacdo em ciclo claro-escuro de 12 h (07:00 as 19:00), com
temperatura controlada de 22° C + 2° C do desmame até atingirem 250 — 300g. Ao atingirem o
peso os animais foram divididos em dois protocolos experimentais, propranolol e
adrenalectomia, como descritos posteriormente e transferidos para sala de privacdo de sono.
Todo o protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética e bem estar animal da
UFRRJ, processo N°. 003-2015

4.3.1. Protocolo propranolol

Os animais foram divididos em 6 grupos: 1- controle (C), com padrdo de sono normal;
2- controle tratado com propranolol (C+P); 3-Privados de sono por 24 horas (P24); 4-privados
de sono por 24 horas com rebote (P24R); 5- privado de sono por 24 horas e tratado com
propranolol (P24+P) e 6- privado de sono por 24 horas com sono rebote de 24 horas
(P24R+P). Todos os animais foram gavados por 14 dias antes da privacao de sono e durante a
privacdo de sono com benzoato de propranolol na dose 30mg/Kg ou com agua no grupo

controle (n =7-9).

4.3.2. Protocolo adrenalectomia

Neste protocolo os animais foram distribuidos em 10 grupos: 1- Falso operado (FO),
gue passa pelo estresse cirrgico, mas as adrenais ndo sdo retiradas, e o padrdo de sono é
normal; 2- adrenalectomizado com padréo de sono normal (Ax); 3- Privados de sono por 24

horas (P24); 4- Privados de sono por 24 horas com sono rebote de 24 horas (P24R); 5-
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adrenalectomizado e privado de sono por 24 horas (AxP24); 6- adrenalectomizado e privado
de sono por 24 horas com sono rebote de 24 horas (AXP24R); 7- privados de sono por 96
horas (P96); 8- Privados de sono por 96 horas com sono rebote de 24 horas (P96R); 9-
adrenalectomizado e privado de sono por 96 horas (AxP96) e 10- adrenalectomizado e
privado de sono por 96 horas com sono rebote de 24 horas (AXP96R) (n = 7 — 9 por grupo)

Para a realizacdo da adrenalectomia, os animais foram anestesiados com ketamina e
xilasina, colocados em decubito ventral e feita uma incisdo dorsal de 1.5 cm imediatamente
apos a 13? costela. A musculatura divulsionada em cada lado, as glandulas adrenais foram
localizadas na porcéo cranial dos rins e removidas. A sutura foi feita em dois planos com fio
inabsorvivel monofilamentoso 3-0 e entdo os ratos foram realocados nas gaiolas e mantidos
por mais 10 dias com solucdo NaCl 0.9% ad libitum. Ap6s 10 dias da cirurgia os animais

foram submetidos a privacédo de sono.

4.4. T3, T4 e corticosterona

Os niveis séricos de T3 total, T4 total e corticosterona foram analisados através da
técnica de radioimunoensaio (RIE) com Kit especifico (MP Biomedicals, LLC 13485).
Todo procedimento foi realizado de acordo com as especificacBes do KIT, e expressa em

ng/dL para o T3; pg/dL para o T4 e ng/mL para corticosterona.

4.5. TSH

As dosagens séricas de TSH foram feitas por RIE especifico, empregando um Kit
fornecido pelo National Institute of Diabetes and Kidney Diseases (NIDDK-Bethesda, EUA).
Este kit é composto por TSH murino purificado para a preparagdo 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 1251 foi realizada em
nosso laboratorio, pelo método da cloramina T, conforme previamente descrito (Ortiga,

1992). O RIE foi realizado pelo método do 2° anticorpo, gentilmente cedido pelo professor
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José Antunes Rodrigues USP-RP, com adicdo de 6% de polietilenoglicol, a deteccdo da
radiacdo foi realizada em cintilador de fase solida Wizard (2470 Wallac WizardTM automatic

gamma counter). O TSH sérico foi expresso em ng/mL

4.6. Atividade da D1

A glandula tireoide ou 40 mg de figado foram homogeneizados em tampéo fosfato
contendo 1nM EDTA, 0,25M sucrose e 10mM de DTT (pH 6,9) em gelo através de
ultraturrax, os homogeneizados foram armazenados a -70°C até o dia do ensaio. Aliquotas
de 20 ul foram guardadas separadamente a -20°C para dosagem de proteinas (ptn) pelo
método de Bradford (1976).

O tracador radioativo foi purificado em virtude das desiodacdes espontaneas
das iodotironinas marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Para a purificacdo, foi
utilizada uma coluna de 2ml de Sephadex L20 (Amersham Biosciences) (4 ml de
H20/g de gel seco) para se obter somente o 125 I rT3 radioativo presente na solucéo,
com atividade especifica de 1210 pCi/ug (44,8 MBq/ug) (Perkin Elmer Life Sciences,
Inc., Boston, MA). Uma aliquota de 70 pl do rT3 marcado foi diluida em 12 ml de
H20 destilada e aplicada a coluna, seguindo uma lavagem com 6 ml de H20 destilada.
Os eluatos foram desprezados contendo radioiodeto e o rT3 marcado foi eluido com
4,5 ml de etanol 70%. O eluato de etanol 70% contendo a iodotironina foi colhido em
nove tubos de vidro, de onde foram retirados 5 pl para contagem da radiacdo gama no
contador Wizard (1470 Wallac WizardTM automatic gama counter). Os tubos com
mais de 5.000 cpm/5 ul foram reunidos e guardados a 4°C, ao abrigo da luz, até o dia

seguinte, quando foi realizado o ensaio.

O homogeneizado contendo 30mg de figado ou tireoide foi incubado em
duplicata, por 3 horas a 37°C com 1nM de **°IrT3, e 20 mM de DTT em 100 mM
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tampéo fosfato contendo 1mM de EDTA em volume final de 300 pl, como descrito
previamente (Berry et al 1991, Fortunato et al. 2006). Decorrido o tempo de
incubacdo, a reacdo foi interrompida colocando-se os tubos em banho de gelo. Em
seguida, foram adicionados 200 ul de soro fetal bovino (Cultilab, BR) gelado e 100 ul
de &cido tri-cloro acético (TCA) 50% para a precipitagdo das proteinas. Os tubos
foram agitados vigorosamente no vortex durante 2 minutos e centrifugados (10000
rpm por 3 minutos, microcentrifuga). Por fim, 360 ul do sobrenadante foram
transferidos para tubos de contagem a deteccédo da radiacao foi realizada em cintilador
de fase solida Wizard (2470 Wallac WizardTM automatic gamma counter). A

atividade da enzima foi expressa em pmoles rT3/min.mg ptn.

4.7. Atividade da D2

A glandula hipéfise ou 40 mg de BAT foram homogeneizados em tampédo
fosfato contendo 1nM EDTA, 0.25M sucrose e 10mM de DTT (pH 6.9) em gelo
atraves de ultraturrax, os homogeneizados foram armazenados a -70°C até o dia do
ensaio. Aliquotas de 20 ul foram guardadas separadamente a -20°C para dosagem de
proteinas (ptn) pelo método de Bradford (1976).

O tracador radioativo foi purificado em virtude das desiodacbes espontaneas
das iodotironinas marcadas, mesmo na auséncia da enzima. Para a purificagdo, foi
utilizada uma coluna de 2ml de Sephadex L20 (Amersham Biosciences) (4 ml de
H20/g de gel seco) para se obter somente 0 125 | T4 radioativo presente na solucao,
com atividade especifica de 1210 puCi/ug (44,8 MBqg/ug) (Perkin Elmer Life Sciences,
Inc., Boston, MA). Uma aliquota de 70 ul do T4 marcado foi diluida em 12 ml de
H20 destilada e aplicada a coluna, seguindo uma lavagem com 6 ml de H20O destilada.
Os eluatos foram desprezados contendo radioiodeto e o T4 marcado foi eluido com 4,5
ml de etanol 70%. O eluato de etanol 70% contendo a iodotironina foi colhido em
nove tubos de vidro, de onde foram retirados 5 pul para contagem da radiagdo gama no
contador Wizard (1470 Wallac WizardTM automatic gama counter). Os tubos com
mais de 5.000 cpm/5 ul foram reunidos e guardados a 4°C, ao abrigo da luz, até o dia
seguinte, quando foi realizado o ensaio.
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O homogeneizado contendo 15 pg para hipdfise ou 50 pg para BAT foi
incubado em duplicata, por 3 horas a 37°C com 1nM de 1251T4, 1mM de PTU e 20
mM de DTT em 100 mM tampéo fosfato contendo 1mM de EDTA em volume final
de 300 pl, como descrito previamente (Berry et al 1991, Fortunato et al. 2006).
Decorrido o tempo de incubacéo, a reacdo foi interrompida colocando-se os tubos em
banho de gelo. Em seguida, foram adicionados 200 ul de soro fetal bovino (Cultilab,
BR) gelado e 100 ul de &cido tri-cloro acético (TCA) 50% para a precipitacao das
proteinas. Os tubos foram agitados vigorosamente no vortex durante 2 minutos e
centrifugados (10000 rpm por 3 minutos, microcentrifuga). Por fim, 360 ul do
sobrenadante foram transferidos para tubos de contagem a deteccdo da radiacdo foi
realizada em cintilador de fase solida Wizard (2470 Wallac WizardTM automatic

gamma counter). A atividade da enzima D2 foi expressa em fmoles T4/min.mg ptn.

4.8. Atividade das enzimas antioxidante

As amostras de tireoide foram homogeneizadas em tampdo Tris-HCI 5 mM
(pH 7,4), contendo 0,9% de NaCl (p / v) e ImM EDTA, seguido de centrifugacédo a
750 x g durante 10 minutos a 4 ° C. As aliquotas de sobrenadante foram Armazenado
a -70 ° C. A atividade da catalase foi realizada pelo método de Aebi e foi expressa
como unidades por miligrama de Proteina (U.mg-1). Atividade da glutationa
peroxidase (GPX) foi realizada seguindo a oxidacdo de NADPH a 340 nm em
presenca de um excesso de glutationa redutase, a reducdo da Glutationa e
hidroperdxido de terc-butilo como substratos, e expressa como nmol de NADPH
oxidado por miligrama de proteina (nmol-mg-1). A atividade total de superdxido
dismutase (SOD) foi determinada pela reducéo do citocromo C a 550 nm e expressa

em micromol/min/mg de ptn.
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4.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. A anélise
estatistica empregada na comparacao 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 parameétrica,
seguido de teste de comparacdo mdaltipla de Bonferroni. Os dados de TSH sérico
foram analisados por variancia univariada nao paramétrica, Kruskal-Wallis, seguido
de teste de comparacdo multipla de Dunn. As diferencas foram consideradas

significativas quando P< 0,05.
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5. RESULTADOS



(Figura 7).

Ta(ug/dL)

5.1.

Protocolo Propranolol

v T4eT3

O T4 diminuiu significativamente nos grupos P24 (3,9 + 0,2 ng/dL), P24+P (3,9 + 0,6
ng/dL) e P24R+P (3,8 + 0.3 ng/dL) em relacdo aos grupos C (6,1 + 0,3 ng/dL) e C+P (6,0 £
0,3 ng/dL). O T3 aumentou significativamente nos grupos P24 (124,4 + 6,1 ng/dL) e P24R
(105,2 + 4,0 ng/dL) comparados ao C (74,6 + 5,5 ng/dL) e ao C+P (64,7 £ 7,5 ng/dL)
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Figura 7. Niveis séricos de T4 (A) e de T3 (B) nos grupos: controle (C); controle tratado com propranolol
(C+P); privados de sono por 24 horas (P24); privados de sono por 24 horas com rebote (P24R); privados de sono
por 24 horas tratado com propranolol (P24+P) e privados de sono por 24 horas com rebote e tratado com
propranolol (P24R+P). Letras diferentes identificam médias que diferem significativamente (p<0,05) entre si.

40



v" lodotironina desiodase tipo 1 (D1)

Na tireoide, a atividade da D1 diminuiu apenas no grupo P24 (143,5% 5,2 pmoles
rT3/min.mg.ptn) comparados ao controle (171,9 £ 2,7 pmoles rT3/min.mg.ptn) . No figado a
D1 aumentou nos grupos C+P (200,5 = 5,3 pmoles rT3/min.mg.ptn), P24 (184,4 + 0,53
pmoles rT3/min.mg.ptn), P24R (181,7 £ 1,06 pmoles rT3/min.mg.ptn), P24+P (179,0 + 3,2
pmoles rT3/min.mg.ptn) e P24R+P (184,4 + 0,5 pmoles rT3/min.mg.ptn), todos em relacdo ao

controle (106,6 = 7,2 pmoles rT3/min.mg.ptn) como demonstrado na figura 8.

pmoles rT3/min.mg.ptn
pmoles rT3/min.mg.ptn

Figura 8. Atividade da iodotironina desiodase tipo 1 na tireoide (A) e no figado (B) nos grupos: controle (C);
controle tratado com propranolol (C+P); privados de sono por 24 horas (P24); privados de sono por 24 horas
com rebote (P24R); privados de sono por 24 horas tratado com propranolol (P24+P) e privados de sono por 24
horas com rebote e tratado com propranolol (P24R+P). Letras diferentes identificam médias que diferem
significativamente (p<0,05) entre si.
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v" lodotironinas desiodase tipo 2 (D2)

No TAM a atividade da D2 aumentou no grupo P24 (7,8 + 1,1 fmoles T4/min.mg.ptn)
e no P24+P (12.9 £ 1.8 fmoles T4/min.mg.ptn) em relacdo ao grupo controle (0,4 = 0,07
fmoles T4/min.mg.ptn). Na hipofise a D2 aumentou no grupo P24 (2,3 £ 0,1 fmoles
T4/min.mg.ptn) e P24R+P (3,4 £ 0,5 fmoles T4/min.mg.ptn) relacionado ao controle (1,4 £
0,2 fmoles T4/min.mg.ptn). No hipotalamo a D2 diminuiu nos grupos C+P (1,2 £ 0,05 fmoles
T4/min.mg.ptn), P24 (0,7 + 0,11 fmoles T4/min.mg.ptn) e P24+ P (0,9 = 0,04 fmoles

T4/min.mg.ptn) em relagdo ao controle (2,0 £ 0,2 fmoles T4/min.mg.ptn (Figura 9).
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Figura 9. Atividade da iodotironina desiodase tipo 2 no tecido adiposo marrom (A), na hipéfise (B) e no
hipotalamo (C) nos grupos: : controle (C); controle tratado com propranolol (C+P); privados de sono por 24
horas (P24); privados de sono por 24 horas com rebote (P24R); privados de sono por 24 horas tratado com
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propranolol (P24+P) e privados de sono por 24 horas com rebote e tratado com propranolol (P24R+P). Letras
diferentes identificam médias que diferem significativamente (p<0,05) entre si.

5.2.  Protocolo adrenalectomia

v Privacdo de sono por 24 horas

v" Corticosterona

Os niveis séricos de corticosterona diminuiram nos grupos Ax (109,3 + 40,8 ng/mL),
AxP24 (175,6 = 34,7 ng/mL) e AxP24R (95,6 £ 20,8 ng/dL) em relagdo ao FO (352,7 + 40,8
ng/mL) como demonstrado na figura 10.
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Figura 10. Niveis séricos de corticosterona nos grupos: falso operado (FO), adrenalectomizados (Ax), privados
de sono por 24h (P24) adrenalectomizados privado de sono por 24 horas (AxP24) e adrenalectomizados privado
de sono por 24 horas com rebote (AxP24R). Letras diferentes identificam médias que diferem significativamente
(p<0,05) entre si.
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5.2.1. T3eT4

O T3 aumentou apenas nos grupos P24 (120,1 + 5,6 ng/dL) e P24R (108,6 = 3,9
ng/dL) em relacdo ao FO (53,3 £ 4,7 ng/dL). O T4 diminuiu nos grupos Ax (4,1 + 0,2 pg/dL),
P24 (3,8 £ 0,16 pg/dL), AxP24 (2,9 £ 0,3 pg/dL) e AxP24R (2,4 + 0,3 pg/dL) em relagdo a
FO (5,3 0,3 pg/dL) como demonstrado na figura 11.
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Figura 11. Niveis séricos de T3 (A) e de T4 (B) nos grupos: falso operado (FO), adrenalectomizados (AXx),
privados de sono por 24 h (P24), privados de sono por 24 h com rebote (P24R), adrenalectomizados privado de
sono por 24 horas (AxP24) e adrenalectomizados privado de sono por 24 horas com rebote (AXP24R). Letras
diferentes identificam médias que diferem significativamente (p<0,05) entre si.

44



5.2.2. TSH

O TSH sérico s6 aumentou no grupo Ax (2,8 + 0,5 ng/mL) em relagdo ao grupo FO
(1,4 £ 0,3 ng/mL), e também houve uma diminuicdo no Ax P24 (1,1 + 2,3 ng/mL) e no

AXxP24R (0,8 = 2,7 ng/mL) em relacdo ao Ax como demonstrado na figura 12.
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Figura 12. Niveis séricos de TSH nos grupos: falso operado (FO), adrenalectomizados (Ax), privados de sono
por 24 h (P24), privados de sono por 24 h com rebote (P24R), adrenalectomizados privado de sono por 24 horas
(AxP24) e adrenalectomizados privado de sono por 24 horas com rebote (AxP24R). Letras diferentes
identificam médias que diferem significativamente (p<0,05) entre si.
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v' Privacao de sono por 96 horas

5.2..1. Corticosterona

Os niveis séricos de corticosterona diminuiram no grupo Ax (12,1 + 7,5 mg/mL) e
AXxP24R (23,6 £ 3,1 mg/mL) em relagdo ao FO (38,5 £ 7,5 mg/mL) e aumentou nos
grupos P96 (255 + 77,4 mg/mL) e P96R (227,7 + 19,3 mg/mL) também em relacdo ao
FO como demostrado na figura 13.
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Figura 13. Niveis séricos de corticosterona nos grupos: falso operado (FO), adrenalectomizados (Ax), privados
de sono por 96 horas (P96), privados de sono por 96 horas com rebote (P96R), adrenalectomizados privado de
sono por 96 horas (AxP96) e adrenalectomizados privado de sono por 96 horas com rebote (AxP96R). Letras
diferentes identificam médias que diferem significativamente (p<0,05) entre si.
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52.2. T3eT4

O T3 aumentou nos grupos P96 (116,9 + 3,4ng/dL), P96R (117,8 + 2,6 ng/dL )
e diminuiu nos grupos AxP96 (24,1 + 4,8 ng/dL) e AXP96R (20,6 = 2,4 ng/dL) em
relacdo ao FO (47,7 = 2,8 ng/dL) e ao Ax (53, 9+ 5,0ng/dL). O T4 diminuiu nos
grupos Ax (3,9 £0,4ug/dL), P96 (4,3 £ 0,34ug/dL), P96R (4,3 = 0,24ug/dL), AXP96
(2,3 +£0,24ug/dL) e AXP96R (1,9 + 0,24ug/dL) comparados ao FO (5,3 + 0,14ug/dL)
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Figura 14. . Niveis séricos de T3 (A) e de T4 (B) nos grupos: falso operado (FO), adrenalectomizados (AXx),
privados de sono por 96 h (P96), privados de sono por 96 h com rebote (P96R), adrenalectomizados privado de
sono por 96 horas (AxP96) e adrenalectomizados privado de sono por 96 horas com rebote (AxP96R). Letras
diferentes identificam médias que diferem significativamente (p<0,05) entre si.
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5.3.  Enzimas antioxidantes

v Glutationa peroxidase

N&o houve diferenca significativa em nenhum dos grupos estudados em relacédo

a atividade da glutationa peroxidase (GPX) na glandula tireoide.
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Figura 15: atividade da glutationa peroxidase nos grupos: falso operado (FO), adrenalectomizados (AX),
privados de sono por 24 h (P24), privados de sono por 24 h com rebote (P24R), adrenalectomizados privado de
sono por 96 horas (AxP24) e adrenalectomizados privado de sono por 24 horas com rebote (AXP24R).
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v Catalase

Né&o houve diferenga significativa em nenhum dos grupos estudados na atividade da

catalase na tireoide.

U de Catalase/mg ptn

Figura 16: atividade da catalase nos grupos: falso operado (FO), adrenalectomizados (Ax), privados de sono
por 24 h (P24), privados de sono por 24 h com rebote (P24R), adrenalectomizados privado de sono por 96 horas
(AxP24) e adrenalectomizados privado de sono por 24 horas com rebote (AxP24R).
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v Superdéxido dismutase

Com relacdo a atividade da superdxido dismutase (SOD) na tireoide, também néo

observamos nenhuma diferenca significativa grupos estudados.
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Figura 17: atividade da superdxido dismutase nos grupos: falso operado (FO), adrenalectomizados (AX),
privados de sono por 24 h (P24), privados de sono por 24 h com rebote (P24R), adrenalectomizados privado de

sono por 96 horas (AxP24) e adrenalectomizados privado de sono por 24 horas com rebote (AXP24R).
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6. DISCUSSAO



6. Discussao

Muitos trabalhos relacionam inimeros tipos de estresses e suas influéncias na
funcdo tireoidiana, o objetivo é entender melhor o mecanismo de feedback negativo que
regula o eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide (olivares et al., 2011). Alguns estudos
demonstram que tanto o fator estressor, quanto a duracdo, se relacionam com alterag0es
da funcdo tiredidea, no entanto estes estudos sdo controversos, por exemplo, Takanuve
et al. (1994) demonstraram que estresse por choque leva a diminuicéo dos niveis séricos
dos hormonios tiredideos, por outro lado este mesmo protocolo causou um aumento

destes hormonios no trabalho de Cizza et al., (1996).

A metodologia das plataformas mdaltiplas de privagdo de sono paradoxal é
considerada uma metodologia de estresse devido a ativacdo de sistemas classicos
resultando na secregéo de hormonios 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). Fadda e Fratta
(1997) relataram aumento dos niveis de CRH no corpo estriado, areas limbicas e na
pituitaria e reducdo no hipotadlamo 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. A privacdo de sono é capaz de alterar
0 eixo HPA e estudos tem demonstrado a relacdo deste com o eixo hipotalamo-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.

Em nosso trabalho observamos, como esperado, a diminui¢do dos niveis séricos
de corticosterona em ratos adrenalectomizados e nos animais adrenalectomizados
privados de sono paradoxal por 24 horas. No entanto, surpreendentemente, a privagéo
de sono por 96 horas normalizou a diminui¢do deste hormonio em relacdo aos animais
falso-operados. Este aumento pode estar relacionado a um possivel aumento da
testosterona como j& descrito por Andersen (2005), que pode ter uma reacdo cruzada
com o anticorpo do KIT, segundo o fabricante.
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Poucos trabalhos relacionam a privacdo de sono com a funcéo tireoidiana. Em
relacdo ao T4, parece que a diminuicdo deste hormonio é independente da metodologia
e/ou tempo de privacdo. Everson e colaboradores (2004) e Baumgartner e colaboradores
(1986), observaram uma diminuigdo dos niveis séricos de T4 pela metodologia dos
discos giratérios. Um estudo recente do nosso grupo, utilizando a metodologia das
plataformas mudltiplas, também observou a diminuicdo de T4 em ratos intactos
(Rodrigues et al.,, 2015). Nascimento e colaboradores (2014) observaram uma
diminuicdo do T4 em ratas ovarectomizadas, ja em ratas intactas o T4 ndo diminuiu, o
que pode ser explicado pela presenca do estradiol, conhecido por modular positivamente
a liberacdo dos hormonios tiredideos, observado em ratas intactas e privadas de sono

paradoxal por 24 e 96 horas (Andersen et al., 2005).

Neste trabalho, também observamos a diminui¢cdo do T4 no protocolo de
animais tratados com propranolol e no protocolo de animais adrenalectomizados, todos
privados de sono por 24 e 96 horas. Essa diminuicdo do T4 parece nao estar
relacionada a sintese deste horménio, uma vez que anteriormente demostramos que nao
houve diferenca significativa na atividade do NIS e da TPO in vivo (Rodrigues et al.,
2015), nem a atividade das enzimas antioxidantes na tireoide, uma vez que neste
trabalho ndo observamos diferenca significativa na atividade da GPX, da catalase e da
SOD. Lugato e colaboradores (2013) observaram aumento da expressdo da SOD em
esplendcito apds 72 horas de privacdao de sono paradoxal, o que ndo foi detectado por
nos quando avaliamos a atividade da SOD na glandula tireoide apds 24h de PSP, o que

pode ser explicado pelo tempo diferente de pricacdo de sono.

Os dados em relacdo ao T3 e ao TSH séo contraditorios, Bergman et al.,(1987) e
Everson et al. (2002) ndo observaram diferencgas significativa nos niveis séricos de T3
enquanto Everson et al. (1995) relataram uma diminuigdo dos niveis séricos deste
horménio utilizando a metodologia dos discos giratorios. JA& na metodologia das
plataformas maultiplas nds observamos um aumento do T3 em ratos machos intactos
(Rodrigues et al., 2015). Em fémeas, Nascimento e colaboradores (2014) observaram
um aumento do T3 em ratas intactas e privadas de sono paradoxal, jA& em ratas

ovarectomizadas, o T3 diminuiu apds a privagdo de sono, eles relacionaram esta

53



diminuicdo do T3 a diminuigdo da atividade da D1 no figado, diminuindo a conversao
de T4em T3.

A desiodase tipo 1 e conhecida classicamente como a principal enzima
responsavel pela geracdo e manutencdo do T3 plasmatico (Gerebem et. al., 2005). Neste
trabalho, o T3 ndo sofreu alteracdo em animais tratados com propranolol, que pode ser
explicado pelo aumento da atividade da D1 no figado. Em ratos adrenalectomizados e
privados de sono por 24 horas, o0 T3 também ndo diminuiu apesar do T4 ter diminuido,
reforgando a ideia que a privagéo de sono leva a uma falha no mecanismo de feedback
negativo, uma vez que em ratos adrenalectomizados o T4 e o TSH estdo diminuidos
mas 0s niveis séricos do T3 se mantém inalterados, possivelmente por um aumento das

iodotironinas desiodases periféricas.

Em relagdo aos esterdides sexuais masculinos, foram feitos poucos estudos
avaliando doses suprafisioldgicas desses hormdnios na funcgéo tireoidea, possivelmente
pela prevaléncia de disfuncdo tireoidiana em mulheres. Em 1993, Deyssig & Weissel
demonstraram que, num pequeno grupo de 5 halterofilistas fazendo uso de esterdides
anabolizantes, as concentracdes de T4 e T3 totais e TBG estavam diminuidas em
relacdo ao grupo controle. Alen e cols. conduziram um estudo no qual, sete atletas de
elite foram monitorados por doze semanas em relacdo a sua funcdo tiredidea, enquanto
consumiam quatro tipos diferentes de esterdides anabolicos e eles observada diminuigédo
no T4 e T3, essas doses suprafisiologicas de andrégenos corroboram com os dados de
Andersen e colaboradores (2005) que observaram que a privacao de sono paradoxal leva

a um aumento dos niveis de testosterona.

Neste trabalho nds observamos um aumento do T3 em ratos intactos, mas tanto o
tratamento com propranolol quanto a adrenalectomia normalizaram este aumento apos
24 horas de privacdo de sono. No entanto, ap6s 96 horas de privacdo de sono nds
observamos que os T3 em ratos adrenalectomizados diminuiu em relagdo ao falso

operado.

A atividade D2 ¢ diretamente modulada pela atividade adrenérgica, onde um
aumento da ativacdo simpatica leva um aumento da conversdo periférica de T4 em T3,

principalmente no TAM por aumento da atividade desta enzima (Bianco, 2005).
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Balzano et al. (1990), utilizando a metodologia das plataformas giratérias, analisaram a
atividade da desiodase tipo 2 e observaram o aumento desta atividade no tecido adiposo
marrom (TAM), corroborando com nossos resultados, pois demonstramos o aumento da
atividade da D2 neste tecido em ratos intactos (Rodrigues et al., 2015) o que tinhamos

associado a um possivel aumento da estimulacdo adrenérgica.

No entanto, neste trabalho a atividade D2 dos animais tratados com propranolol
também aumentou no TAM, porém este aumento ndo foi seguido de um aumento do T3
como observado em animais intactos, mas sim de uma diminuicdo do T4. Este aumento
da atividade da D2 no TAM em animais tratados com propranolol pode ser devido ao
mecanismo de ubiquitinacdo, intrinseco da cinética desta enzima, uma vez que na
presenca de niveis séricos de T4 normais, esta enzima € inativada em cerca de 20
minutos, e a diminuicdo do T4 pode prorrogar a atividade desta enzima por horas
(Gerebem B., 2008). Por outro lado, também pode estar relacionado com um aumento
da regulagdo de uma ou mais isoformas dos receptores B-adrenérgicos, pois animais
knokdown para receptores -2 adrenérgicos no TAM apresentam um aumento do
RNAm de receptores B-1 e receptores -3 no TAM em animais expostos ao frio
(Fernandes et al., 2014).

Em geral, inimeros fatores de estresse leva a um aumento da liberacdo de
glicocorticoides que ja é conhecido por levar & uma diminuicdo da liberacdo de TSH e
consequentemente diminuicdo da liberagdo dos hormdnios tireoidianos, podendo assim

ser diagnosticado como hipotireoidismo secundario.

Nossos resultados mostram que a adrenalectomia nao impediu a diminuicdo dos
niveis séricos de T4, sugerindo que a hipotiroxinemia é causada pela privacdo de sono

paradoxal independentemente de uma hiperativacdo da glandula adrenal.

A adrenalectomia levou a um aumento dos niveis séricos de TSH, corroborando
com Sarria e colaboradores (1994), que também observaram um aumento do TSH em
ratos adrenactomizados. Sabe-se que a diminuicdo sérica de T4 leva ao aumento da
expressdo de receptores para TRH na adeno-hipofise, aumentando a secrecéo de TSH, e
também diminui o aporte nuclear de T3, o0 que estimula a transcri¢cdo génica de TSH e

TRH, caracterizando o mecanismo de feedback negativo (Kimura, 2008), no entanto,
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em nosso trabalho a privagéo de sono normalizou o TSH elevado observado em ratos

adrenalectomizados com padrdo de sono normal.

Nosso grupo também observou uma diminuicdo dos niveis séricos de TSH em
machos e fémeas intactos e privados de sono (Rodrigues et al., 2015; Nascimento et al.,
2014), o que nos leva a crer que a privacdo de sono causa uma alteragdo no mecanismo
de feedback negativo que controla o eixo hipotalamo-hipofise-tireoide, uma vez que a
diminuicdo do T4 que ocorreu também em ratos adrenalectomizados e privados de sono

ndo foi capaz de estimular o aumento da secrecéo de TSH.

Em nosso estudo o T3 sérico ndo sofreu alteracdo em ratos adrenalectomizados e
privados de sono por 24 horas, porém em ratos adrenalectomizados e privados de sono
por 96 horas o T3 diminuiu, podendo estar associado a um possivel aumento da
testosterona, como observado por Andesen e colaboradores (2005). Nos animais
tratados com propranolol, a manutencdo do T3 pode estar associada ao aumento da
atividade das desiodases tipo 1 e/ou tipo 2, podemos sugerir esse mesmo mecanismo no

protocolo da adrenalectomia, no entanto ndo avaliamos estas atividades até o0 momento.
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7. CONCLUSAO



De acordo com nossos resultados podemos concluir que a privagdo de sono
paradoxal leva a diminuicdo do T4 independente de uma hiperativacdo da glandula
adrenal, pois 0s niveis séricos deste hormoénio diminuiram em ratos
adrenalectomizados e privados de sono por 24 ¢ 96 horas. O bloqueio B adrenérgico
também n&o foi eficaz na manutengéo dos niveis séricos deste hormdnio, pois também

observamos a diminui¢do do T4 nos animais tratados com propranolol.

Também podemos concluir que a privacdo de sono leva a uma falha no
mecanismo de feedback negativo, pois como o esperado, a adrenalectomia eleva os
niveis de TSH mas a privacdo de sono em animais adrenalectomizados mantém os
niveis de TSH iguais aos niveis dos animais falso-operados; ou seja, 0s niveis
diminuidos do T4 em ratos adrenalectomizados ndo sdo capazes de estimular um
aumento da secregdo de TSH em ratos adrenalectomizados e privados de sono

paradoxal por 24 horas.

Nossos dados nos leva a crer que o T3 ndo sofreu alteracdo devido ao aumento
da conversdo periférica deste hormonio pela elevada atividade das iodotironinas
desiodases tipo 1 e 2, como observamos no protocolo do propranolol, e na privagao
por 96 horas houve uma diminuicdo dos niveis de T3, sendo necessarios estudos
posteriores dos niveis de testosterona e da atividade das desiodases nos animais
adrenalectomizados para esclarecermos melhor esses efeitos da privagédo de sono na
funcéo tireoidea.
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