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Analise do perfil inflamatorio no hipotalamo de um modelo animal
de deficiéncia de ferro para a sindrome das pernas inquietas —
resultados preliminares.
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INTRODUGAO:

A Sindrome das Pernas Inquietas (SPI) é caracterizada como um distarbio sensério motor e
possui uma intima relagdo com o sono. Os sintomas sdo descritos como sensacdes angustiantes de
coceiras entre os joelhos e tornozelos principalmente no periodo noturno (Garcia-Borreguero et al., 2006;
Spolador et al., 2006), combinando esses sintomas com vontade incontrolavel de movimentar os
membros inferiores (Walters, 1995). O individuo diagnosticado consegue sentir alivio dos sintomas apés
a movimentagao das pernas, sintomas estes que apresentam maior intensidade durante a noite (Zucconi
et al., 2004).

Como consequéncia da SPI, o paciente apresenta diminuigdo da qualidade do sono por conta do
aumento da laténcia do sono e do niumero de despertares, resultando em aumento da sonoléncia diurna
excessiva (Allen et al., 2003) e, consequentemente, diminui¢cdo da qualidade de vida (Allen et al., 2005;
Berger et al., 2004).

A SPI pode ser manifestada na sua forma primaria ou secundaria, onde as principais causas da
primaria esta relacionada com a origem genética (Masuko et al., 2004). Quanto a secundaria, estudos
mostram que ocorre através da deficiéncia de ferro cerebral (Earley et al., 2014). Entretanto, pesquisas
indicam que ha uma prevaléncia elevada de SPI em pacientes que possuem baixa disponibilidade de
ferro sistémico (Allen et al., 2013; Allen & Earley, 2007). A SPI possui uma estreita relacdo com a
inflamacéo por conta do prejuizo causado no sono (privacao de sono), podendo levar a alteracdes em
citocinas pré-inflamatorias, na glicemia e alteragcbes metabdlicas (Yamagishi, 2003; McEwen, 2006;
Wang et al., 2010; Davis et al., 2012; Hirotsu et al., 2015). Ainda nado esté claro o efeito da deficiéncia

de ferro no metabolismo da glicose e na resposta inflamatéria, além disso sao poucos os estudos que
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abordam sobre a inflamacgéo central e a deficiéncia de ferro, no entanto nenhum aborda o modelo

especifico da SPI.

OBJETIVO:

Analisar o perfil inflamatério no hipotdlamo de um modelo animal de SPI com deficiéncia de

ferro.

METODOLOGIA:

Foram utilizados camundongos machos C57 com 28 dias de vida, distribuidos em dois
grupos: controle (CTRL) e deficiéncia de ferro (DFe). Durante o estudo os animais foram
mantidos em salas climatizadas (média de 23°C) com ciclo claro e escuro constante (12/12h),

com livre acesso a racdo e agua e acondicionados em gaiolas com 3 ou 4 animais.

O experimento teve inicio aos 28 dias de vida (desmame) dos camundongos. Aos 28 dias
de vida, todos os animais a iniciaram a dieta AIN93, no entanto o grupo controle (CTRL) com
uma concentragcédo de ferro padrédo (40mg/kg) e o grupo deficiéncia de ferro (DFe) com uma
concentracdo de ferro restrita (<4mg/kg). Foi realizado o hematécrito nos animais apos 8
semanas de dieta para a caracterizacdo do modelo experimental, previamente ja descrito na
literatura (Lai et al., 2017; Woods et al., 2023). Os niveis de glicose e os testes de tolerancia a
glicose (GTT) e tolerancia a insulina (ITT) foram analisados com 8 semanas de dieta. Ao término
do experimento, com 12 semanas de dieta, 0os animais foram eutanasiados por aprofundamento
anestésico seguido de decapitacdo (CFMV, 2012) e amostras de tecidos coletadas para as

analises de Western Blotting (WB).

Dieta de ferro

Ambos os grupos receberam dieta AIN93M (Reeves, 1997) desde os 28 dias de vida até
o final do experimento, e o mix mineral foi manipulado para a deficiéncia de ferro (<4mg/kg de
ferro). Os valores apresentados da dieta AIN93M sdo correspondentes as necessidades do
roedor na fase adulta e a dieta foi introduzida logo apés o desmame com 28 dias de vida.
Hematocrito

Na 82 semana de dieta os niveis de hematécrito foram analisados pelo sangue dos
animais (caudal). A coleta foi feita em capilares e foram centrifugadas a 3500 rpm durante 5
minutos. Apos a centrifugacgéo, os niveis de hematdcritos sao calculados mensurando a camada
de glébulos vermelhos em relagéo ao conteudo total coletado.
GTTelTT
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Ainda na 82 de dieta foram realizados a glicose em jejum, e o0s testes de tolerancia a
insulina (ITT) e de tolerancia a glicose (GTT). Sendo assim, os animais foram submetidos a um
jejum de 12h, seguidas por mais 2h de alimentac&o e outro jejum de 4h para a realizacdo dos
testes (Simino et al, 2020). No inicio de cada teste, foi injetado via intraperitoneal, glicose (no
GTT) e insulina (no ITT), sendo 1 g/kg de glicose e 1,5 Ul/kg de insulina. O sangue foi coletado
via caudal e analisado com tiras e medidor de glicose Accu Chek nos momentos 0, 15, 30, 60,
90, 120 no GTT e nos momentos 0, 5, 10, 15,30 no ITT.

Western Blotting

Com 12 semanas de dieta os animais foram eutanasiados e o hipotalamo foi coletado.
Os tecidos foram homogeneizados com um tampdo de extracdo a 4°C, posteriormente
centrifugado a 11000 rpm durante 30 minutos para remover o material insolivel. ApGs a
centrifugacéo foi utilizado um reagente de bradford para determinar a concentracéo de proteinas
da amostra e colocado um tampéao de Laemmli. As amostras foram pipetadas no gel SDS-PAGE
e transferidas para uma membrada de nitrocelulose com auxilio do Mini-Gel Bio-rad.

As membranas foram incubadas com anticorpos primarios especificos (pJNK (sc6254),
NFkB (sc372), TLR4 (sc30002), IKK (sc-376114)) utilizando como controle endogeno GAPDH.
Apébs o periodo de incubacéo, os anticorpos foram removidos. Entdo, as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario. Apés a lavagem, as membranas foram incubadas na
solucdo de revelador Super Signal (Thermo Scientific) e colocadas no fotodocumentador
GeneGnomeXRQ-Syngene. O sinal foi detectado por quimioluminiscéncia. A intensidade das
bandas foi avaliada por densitometria pelo programa Scion Image (Scion Corporation).

Forma de analise dos resultados

Foram utilizados para a andlise dos dados o software IBM SPSS. A normalidade do
modelo foi analisada através de um estudo do comportamento dos residuos (Q-Q plot e teste
de Shapiro).

Para andlise do hematdcrito e glicemia foi utilizado o Test t e os dados referentes ao ITT,
GTT e peso dos animais foi utilizado o Modelo Misto Linear, com o post hoc Bonferroni quando

apropriado. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

RESULTADOS:

A figura 1 apresenta os resultados referentes ao peso corporal ao longo do experimento,
a andlise do hematdcrito, da glicose em jejum, e dos testes de GTT e ITT (com 8 semanas de
dieta).

O peso corporal foi analisado ao longo do experimento de forma semanal e foi encontrada

diferenca estatistica para tempo, com aumento ao longo do experimento (figl A).
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O grupo deficiéncia de ferro apresentou reducdo do hematécrito (p=0,002, figl B). Nos
testesde ITT e GTT, foi encontrado diferenca para grupo, com aumento para o grupo deficiéncia
de ferro (GTT p=0,003, figl D; ITT p=0,002 figl E).
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Figura 1. A) Peso ao longo do experimento (g); B) Hematdcrito (%); C) Glicemia em jejum; D) Teste de tolerdncia a glicose (GTT); E) Teste de
tolerdncia a insulina (ITT). Modelo misto linear (A, D e E) e Teste T (B e C) (p<0,05).

Na figura 2 sdo apresentados os resultados referentes ao experimento, no entanto nao
foram encontradas diferenca no hipotalamo levando em consideracdo o contetdo proteico de
NFKb, TLR4, IKK, pJNK46 e pJNK54 (fig2 A, B, C, D, E e F).
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Figura 2. Quantificagdo do conteudo proteico (Western Blotting). A) NFK8 ; B) TLR4; C) IKK; D) JNK54, E) INK46 F) Imagem das bandas.
Teste T (p<0,05

CONCLUSOES:

Foram encontrados comportamentos diferentes nos testes de ITT e GTT entre 0s grupos,
qgue pode indicar resisténcia a insulina no grupo DFe. No entanto, até o0 momento, 0 nosSso
modelo animal para a sindrome das pernas inquietas parece nao ter grandes prejuizos
relacionados a inflamacédo no hipotalamo pelas proteinas até agora analisadas relacionadas a
inflamacé&o.
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