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INTRODUCAO:

O sono possui uma série de fungdes e ¢ fundamental para manter nosso organismo funcionando de forma adequada, sendo
um estado vital e complexo descrito por processos organizados (Roeths et al., 2000) que correspondem a sua intensidade e
presenga de marcadores eletrofisioldgicos (Rechtschaffen et al., 1968). A privagdo do sono é a remogéo ou instabilidade do sono
(Chen et al., 2005) uma vez que quando o mesmo ¢ prejudicado, pode ocasionar inimeras alteragdes nas mais variadas partes do
nosso organismo, sendo: endocrinas, metabolicas, fisicas, cognitivas, neurais e alteragdes na estruturagdo do sono, que em
conjunto comprometem a saude e a qualidade de vida do sujeito neste quadro (Spiege et al., 1999; Bonnet et al., 2003; Shephard
et al., 1997). Ademais, como um dos disturbios do sono, encontra-se a Sindrome das Pernas Inquietas.

A Sindrome das Pernas Inquietas (SPI), ¢ um distarbio sensorio-motor, € os sintomas sdo relatados como sensagdes de
dor, queimagdo, coceira, principalmente dos membros inferiores, entre o joelho e o tornozelo e no periodo da tarde e noite
quando o individuo esta acordado (Garcia-Borreguero et al., 2006; Spolador et al., 2006). Tal desconforto fisico ¢ caracterizado
pela necessidade de movimentagdo dos membros, que levam a fatores como a privagao do sono, ou seja, dificuldade em manter
o sono (Winkelman et al., 2009), acometidos pela insonia (Budhiraja et al., 2012) e despertares noturnos (Hornyak et al., 2007).
Ainda, como consequéncia da privacdo do sono que a SPI traz, também danifica atividades diurnas, a qualidade de vida do
individuo e alteragdes no Sistema Nervoso Central (Conti et al., 2007; Jones et al., 2012).

Além disso, classifica-se a SPI como primaria e secundaria. A primaria ¢ com passagem hereditaria (cerca de 40% dos
casos) e tem inicio antes dos 30-35 anos de idade (Alo¢ et al., 2006). Ja a SPI secundaria costuma ter inicio mais tardio, sendo
frequente principalmente em pacientes com deficiéncia de ferro (Aloé et al., 2006) e uremia, havendo outras condi¢des como
abuso de cafeina, fibromialgia, esclerodermia (Prado et al., 2002), mecanismos inflamatorios e imunolégicos (Weinstock et al.,
2012), gravidez (Alves et al., 2010), doenga de Parkinson, ataxia espinocerebelar, Sindrome Machado Joseph (Pedroso et al.,
2011), Sindrome pos-polio (Marin et al., 2011), diabetes mellitus e outras (GBE-SPI 2007).

Nesse interim, estudos cientificos ainda ndo concluiram exatamente sobre o desenvolvimento da SPI sem passagem
hereditaria. Contudo, é bem demonstrada a relacdo com a deficiéncia de ferro cerebral, como um mecanismo patogénico
primario para a SPI (Earley et al., 2014).

Ademais, diversos estudos utilizam o modelo animal de deficiéncia de ferro para Sindrome das Pernas Inquietas. Os
estudos recentes mostram alteragdes no sono dos animais, como aumento dos despertares e redugdo do tempo do sono de ondas
lentas (Lai et al., 2017), alteragdes comportamentais vista pelo aumento na atividade locomotora (Qu et al., 2007; Mariano et al.,
2014) e alteracGes nos sistemas dopaminérgico (Connor et al., 2009), glutamatérgico e adenosinérgico (Ferre et al., 2017).

Além da deficiéncia de ferro cerebral, estudos mostram que pacientes com SPI apresentam alteragcdes na via da hipoxia, no
sistema glutamatérgico e no sistema adenosinérgico. Todavia, ainda ndo ¢ completamente dominado as disfuncdes dos sistemas
de dopamina e adenosina na patologia da SPI.

Por conseguinte, a adenosina e sua regulagdo pode estar diretamente comprometida entre os mecanismos da dopamina e
do glutamato, mas nada se sabe firmemente, pois € desconhecido na literatura sobre essa relagdo, principalmente em modelos
animais com SPI. No entanto, nada se ¢ dominado sobre as disfungdes moleculares (dopaminérgica e adenosinérgica) e
comportamentais, devido ao aumento de locomogdo, relacionadas com a patologia da SPI, interligadas com as alteragdes do
sono.

Por fim, modelos animais experimentais possibilitam que sejam realizadas analises de amostras bioldgicas contribuindo
com a elucidag¢do dos mecanismos etiopatogénicos para o avango das pesquisas (Pereira et al., 2012). Além disso, nosso grupo
vem realizando estudos em modelos para SPI em ratos desde 2001 (Esteves et al., 2004; Ferreira et al., 2007; Frank et al., 2012;
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Esteves et al., 2013; Lopes et al., 2012; Morais et al., 2020; Franco et al., 2021). No entanto, de um tempo mais recente pra ca,
vem crescendo o numero de pesquisas em camundongos para SPI, assim acreditamos ser importante iniciar os estudos desse
disturbio em camundongos no nosso laboratério a fim de, cada vez mais, desenvolver novas técnicas, analises ¢ modelos, ¢
aumentar o aspecto translacional nas nossas pesquisas. Assim, o objetivo do presente estudo é a padronizagdo do modelo
experimental em camundongos de deficiéncia de ferro da SPI para futuras pesquisas sobre no Laboratorio de Sono e Exercicio
Fisico (LASEF), abrindo possibilidades de novos ramos a serem estudados na ciéncia em prol da saude e bem-estar futuro dos
individuos.

METODOLOGIA:

Para a execugdo do projeto foram utilizados camundongos machos C57BL/6J com 28 dias de idade, provenientes do
Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Todos os procedimentos foram submetidos e aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da UNICAMP (6013-1/2022). Durante o periodo de estudo, os animais foram mantidos em salas
climatizadas (média de 23°C) com ciclo claro-escuro constante (12/12h), com racdo e livre acesso a dgua, acondicionados em
gaiolas com 3 ou 4 animais. Os animais foram distribuidos em:

° Controle (dieta padrao) - CTRL (n=10);

° Deficiéncia de ferro (dieta restrigdo de ferro) - DFe (n=10);
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Figura 1 — Delineamento experimental. Deficiéncia de ferro; OF: PSG:
Polissonografia; WB: Western Blotting; HCT: Hematécrito.

Com 90 dias de vida, foi realizada a cirurgia de implantacdo de eletrodos, e ap6s 7 dias de recuperag@o foi realizado um registro
do sono de 24h. Ao final dos experimentos (apds 12 semanas de dieta) foi realizada a eutanasia e extraido o estriado dos animais
para analises moleculares do sistema dopaminérgico (receptor D2 e transportador de dopamina).

Pr imen xperimentais:

Dieta de ferro- A dieta foi produzida em parceria com o curso de Nutrigdo da FCA/Unicamp e feita a partir de ingredientes
purificados, seguindo a composi¢cdo das formulagées da AIN93-M (Reeves, 1997). A dieta de restrigdo de ferro foi realizada
manipulando o mix mineral de acordo com a quantidade especifica que as atendia. A concentragao de ferro na dieta de restri¢do
foi de <4mg/kg de ragdo. Os valores apresentados na AIN93-M correspondem as necessidades da dieta do roedor na fase adulta.
A dieta foi iniciada ap6s o desmame dos animais com 28 dias de vida e teve a duragdo de 12 semanas.

Analise do hematocrito- Ao longo dos experimentos (5* ¢ 8 semana de dieta) os niveis de hematocrito foram analisados no
sangue dos animais (caudal) para controle do efeito da dieta com alteragdes de ferro. A coleta foi realizada em capilares, que
foram centrifugados por 5 min a 3500 rpm. Apds a centrifugac@o, os niveis de hematdcritos foram calculados medindo o
comprimento da camada de gldobulos vermelhos em relacdo ao conteudo total coletado.

Insercéio de eletrodo e Registro do ciclo vigilia-sono (Polissonografia)-Para registro da atividade eletrocorticografica (ECoQ)
dos animais, primeiramente foi realizada uma cirurgia estereotaxica para a implantagdo de eletrodos (Timo-Laria et al., 1970).
Foi realizado um aprofundamento anestésico inalatdrio por isoflurano e ap6s se deu inicio a cirurgia. Para o registro da atividade
elétrica cortical dos animais, com o intuito de caracterizar e quantificar o sono e suas respectivas fases (vigilia, sono de ondas
lentas e sono paradoxal), foi feito a inser¢do de um par sob a superficie cortical, de localizagéo rostral, para o registro do ECoG
(1- 1,5 mm anterior ao bregma e 2 mm a direita da sutura sagital; 2- 3mm inferior ao bregma e 2 mm a direita da sutura
sagital). Também foram implantados dois fios no musculo tibial anterior (pata traseira), possibilitando assim o registro
eletromiografico, necessario para a caracterizagdo dos movimentos das patas durante o sono. Com 90 dias de vida foi realizada a
cirurgia de implantagdo de eletrodos, e o registro do sono de 24 horas foi realizado ao final do experimento, apos 7 dias de
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recuperagdo . Foram analisados os parametros de sono REM, Sono de Ondas Lentas (SOL), Vigilia, Eficiéncia do Sono,
Despertares, Tempo Total do Sono e Movimento das Patas.

Western Blotting- A técnica de Western Blotting foi realizada seguindo o protocolo de Kurien e Scofield (Kurien & Scofield,
2003) adaptado. Fragmentos do estriado (caudado e putdmen) foram coletados para avaliagdo de proteinas especificas. Os
tecidos foram homogeneizados em tampao de extragdo a 4 ° C. O homogeneizado foi centrifugado a 11.000 rpm durante 30
minutos para remover o material insolivel. O reagente de Bradford foi utilizado para determinar a concentracdo de proteinas das
amostras ¢ depois foi colocado em tampao de Laemmli contendo DTT. Para a analise de imunotransferéncia, uma quantidade de
30ug de proteinas foi separada em SDS-PAGE e transferida para uma membrana de nitrocelulose, com o auxilio do aparelho
Mini-gel Bio-Rad. As membranas foram incubadas com anticorpos primarios especificos (receptor de transferrina, receptor de
dopamina D2 e transportador de dopamina, utilizando como controle endégeno Tubulina). Apds o periodo de incubagdo, os
anticorpos foram removidos. Entdo, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario. Apos a lavagem, as membranas
foram incubadas na solugdo de revelador Super Signal (Thermo Scientific) e colocadas no fotodocumentador
GeneGnomeXRQ-Syngene. O sinal foi detectado por quimioluminiscéncia. A intensidade das bandas foram avaliadas por
densitometria pelo programa Scion Image (Scion Corporation).

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Os dados do Hematocrito realizados na 8 © semana de dieta(figura 2), do registro do sono, das 6-18 horas do periodo

claro, (figura 3) e do contetdo proteico (Western blotting) do D2, DAT e Tr-R (figura 4) foram analisados pelo Teste T, com

p<0,05. Além disso, os pardmetros do sono foram analisados por correlagdo de Pearson. O

grupo DFe apresentou reducdo da eficiéncia do sono (p=0,003) e do tempo de sono de 80—

ondas lentas (p=0,014) ¢ REM (p=0,026) e aumento de movimentos das patas (p=0,027) e

tempo de vigilia (p=0,004) em relacao ao grupo CTRL.

Nas analises do WB, o grupo DFe apresentou redugdo dos niveis proteicos de D2-R

(»=0,002), DAT (p=0,005) e Tr-R (p=0,027) quando comparados ao grupo CTRL.

Além disso, foi encontrada (figura 5) correlagao positiva entre DAT e Tr-R (r=1, p<0,000)

e correlacdo negativa dos movimentos das patas com o tempo total de sono (r=-0,88,

p=0,020), com a eficiéncia do sono (r=-0,87, p=0,023) e com o tempo de sono de ondas

lentas (r=0,89, p=0,015).
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Figura 4. Quantificagdo do contetido proteico (Western Blot). (A)D2/Tubulina;(B)DAT/Tubulina; (C)TrR/Tubulina; (D) Membranas. Dados apresentados em valores
individuais, médias e desvios-padrado, (n=6). p<0.05*
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Figura 5. Correlagao de Pearson (p <0,05) entre: (A) Receptor de transferrina e DAT; (B) TTS e MP; (C) Eficiéncia do sono e MP; (D) SOL e MP, (n=6).

Tais achados revelam que, a Sindrome das Pernas Inquietas ocasiona em nosso modelo animal, distirbios no sistema
dopaminérgico, sendo diminuido o contetdo de receptores dopaminérgicos (D2 ¢ DAT) no grupo que apresenta deficiéncia de
ferro. Também, nota-se no grupo DFe que houve diminui¢do no receptor de transferrina, no qual é sintetizado conforme a
regulacdo dos niveis de ferro.

Dessa forma, o nosso grupo CTRL manteve-se em estados ideais tanto dos pardmetros moleculares quanto dos
parametros das variaveis do sono. Contudo, o grupo DFe também trouxe um perfil de alteragdo de sono, sendo reduzida a
eficiéncia do sono, o tempo de sono de ondas lentas e REM e ainda houve aumento de movimentos das patas e tempo de vigilia.
Além disso, o aumento de movimentos das patas proporcionou um estado negativo a permanéncia sono, levando a diminuigao
da eficiéncia do sono, sono de ondas lentas e tempo total do sono

CONCLUSOES:

O nosso modelo de camundongo com deficiéncia de ferro para a Sindrome das Pernas Inquietas (SPI), trouxe
caracteristicas como, reducdo dos niveis proteicos de receptor de dopamina (D2 e DAT) e receptor de transferrina, reducdo da
eficiéncia do sono, do tempo de sono de ondas lentas, do sono REM, assim como aumento de movimentos das patas e tempo de
vigilia. Por fim, tais caracteristicas sdo consistentes com os estudos e com os sintomas desse distirbio do sono avaliado.

Processo FAPESP: 2022/07009-2.
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