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“If sleep doesn't serve an absolutely vital function, then it is the biggest mistake
the evolutionary process has ever made.”

- Prof. Allan Rechtschaffen



RESUMO

A privagao de sono esta entre os fatores de risco para o desenvolvimento da
obesidade e diabetes mellitus tipo 2. Contudo, enquanto as evidéncias clinicas
nao conseguem isolar o fator ‘privacdo de sono’, as préclinicas fazem uso de
abordagens intensivas (privagao muito longa dentro de um periodo de 24 h) e
agudas (durando em torno de 3 a 7 dias de intervencéo). Assim, avaliamos os
impactos de uma privagdo de sono moderada e crdnica sobre parametros
metabodlicos em ratos. Para tal, utilizamos o protocolo de plataformas multiplas
para a inducdo da privagdo parcial de sono, que aqui denominaremos de
perturbagcdo do sono. Animais adultos de ambos os sexos foram submetidos
diariamente a perturbagdo por duas horas no inicio (06:00-08:00 h) e duas
horas ao final da fase clara (16:00-18:00 h), de segunda a sexta-feira durante 4
semanas. Durante e apds este periodo foram avaliados o comportamento tipo
ansioso e a consolidagdo de memoria além de parametros biomeétricos,
funcionais, estruturais e moleculares. A perturbacdo do sono resultou em
reducdo do ganho de peso corpdreo, que se deu em paralelo a alteragdo no
padrdao de ingestdo alimentar em ambos os sexos, com oscilagdes entre
tendéncia de reducdo da ingestédo alimentar durante os dias de perturbagao de
sono e aumento compensatorio nos periodos de descanso (finais de semana).
Nao foram observadas diferengas significativas nos testes comportamentais. A
perturbacdo de sono resultou em menor tolerancia a glicose na segunda
semana do protocolo experimental em ratas, que se normalizou ao final do
protocolo. Ja nos ratos, a perturbacdo do sono nao alterou a tolerancia a
glicose na segunda semana, mas resultou em intolerancia a glicose ao final do
protocolo. Nao foi observado alteracédo da sensibilidade a insulina em ambos os
sexos na segunda semana do protocolo, mas foi encontrado maior
sensibilidade a insulina ao final do protocolo nos machos. Houve diminui¢ao da
adiposidade visceral sem alteragao nos valores de triacilglicerideos plasmaticos
em ambos os sexos. Nao houve alteracdo da massa dos 6rgaos metabdlicos,
assim como alteragdes em parametros histolégicos de figado, pancreas e
glandulas adrenais. Houve redugdo da area e perimetro de adipocitos em
ambos os sexos. Ndo houve alteracdo homogénea na expressao relativa de
genes de controle circadiano e metabdlicos em tecidos hepatico e muscular
decorrente da perturbagao de sono. Assim, concluimos que um protocolo mais
translacional de perturbacido de sono em ratos machos e fémeas causa
reducdo do peso corporal relacionado ao catabolismo de tecido adiposo
associado a uma transitéria ou permanente intolerancia a glicose em fémeas e
machos, respectivamente. Este estudo reforca a necessidade de atencado a
quantidade e a qualidade do sono e seus riscos metabdlicos.

Palavras chave: Ciclo Circadiano; Privacao de sono; Genes Clock.



ABSTRACT

Sleep deprivation is considered a risk factor for the development of obesity and
type 2 diabetes mellitus. However, while clinical evidence cannot isolate the
'sleep deprivation' factor, preclinical practices make use of intensive, sometimes
severe, approaches (very long deprivation within a period of 24 hours) and
acute intervations (lasting around 3 to 7 days). Therefore, in this work, we intent
to evaluate the impacts of moderate and chronic sleep deprivation on metabolic
parameters in male and female adult rats. To this end, we used the multiple
platform protocol to induce partial sleep deprivation, which we will call sleep
perturbance. Adult animals were subjected to daily perturbance for two hours at
the beginning (06:00-08:00 h) and two hours at the end of the light phase
(16:00-18:00 h), from Monday to Friday for 4 weeks. During and after this
period, anxiety-like behavior and memory consolidation were assessed in
addition to metabolic parameters, including food intake, body weight, blood
glucose, glucose tolerance and insulin sensitivity. Morphological and molecular
parameters were also analyzed in metabolic tissues. Sleep perturbance
resulted in reduced body weight gain in both sexes. This change occurred in
parallel with the change in the pattern of food intake in both sexes, with
oscillations between a tendency to reduce food intake during days of sleep
perturbance and a compensatory increase during rest periods (weekends). No
significant differences were observed in the anxiety-like behavior and short- and
long-term memory consolidation tests. The sleep perturbance resulted in lower
glucose tolerance in the second week of the experimental protocol in female
rats, which normalized at the end of the protocol. In male rats, sleep
perturbance did not alter glucose tolerance in the second week, but resulted in
glucose intolerance at the end of the protocol. No change in insulin sensitivity
was observed in either sex in the second week of the protocol, but greater
insulin sensitivity was found at the end of the protocol only in males. There was
a decrease in visceral fat deposition without changes in plasma triacylglyceride
values in both sexes. There was no change in the mass of metabolic organs, as
well as in histological parameters of the liver, pancreas and adrenal glands.
There was a reduction in the area and perimeter of adipocytes in both sexes.
There was no homogeneous change in the relative expression of circadian and
metabolic control genes in the liver and muscle tissues of males and females
under sleep perturbance. We conclude that a more translational sleep
perturbance protocol in male and female rats causes a reduction in body weight
related to adipose tissue catabolism associated with transient or permanent
glucose intolerance in females and males, respectively. This study reinforces
the need for attention to the quantity and quality of sleep and its metabolic risks.

Key words: Circadian Cycle; Sleep deprivation; Gene clock.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O metabolismo da glicose e dos lipideos envolve vias de sinalizagao
metabdlica que respondem a diferentes horménios pancreaticos e intestinais. A
insulina € o unico hormdnio hipoglicemiante descrito nos seres vivos e que
também apresenta fungdo anabdlica, ou seja, estimula processos de sintese
em diferentes tecidos. Em animais saudaveis, a ingestao de carboidratos eleva
a glicemia, estimulando as células betas pancreaticas a secretarem insulina,
regulando a utilizagdo da glicose a partir da via glicolitica e estimulando
processos de sintese e armazenamento. Ao mesmo tempo em que estimula a
utilizagdo de glicose, a insulina atenua a utilizagao de substratos lipidicos, que
sdo mais demandados nos periodos interdigestivos (Rahman et al., 2021; Park
et al., 2021). Nestes periodos interdigestivos ha uma atenuacao fisiologica da
resposta da insulina em tecidos periféricos, a fim de favorecer a
disponibilizagcdo de glicose ao sistema nervoso central. Durante este periodo,
diferentes horménios contra-regulatérios sao demandados, entre eles o
glucagon, secretado pelas células alfa pancreaticas, o cortisol, produzido no
cortex adrenal, a adrenalina, na medula adrenal e o horménio de crescimento
(GH), na adenohipdfise. Juntos, sado responsaveis pela hidrolise de
triacilglicerol no tecido adiposo (lipdlise), disponibilizando acidos graxos livres e
glicerol na corrente sanguinea, fornecendo substratos lipidicos para a beta-
oxidagdo e gliconeogénese, respectivamente, e pela hidrélise de glicogénio

hepatico e muscular (glicogendlise) (Serin; Acar Tek, 2019).

Estes momentos de disponibilidade de alimentos e jejum s&o faciimente
preditos pelo organismo devido a sua natureza periodica, o que permite a
existéncia de respostas programadas. A periodicidade €, principalmente,
definida pelo ciclo solar e 0 mecanismo que regula tais respostas € o relégio
circadiano (Reinke; Asher, 2019). A regulacdo circadiana é exercida no
organismo como um todo e de forma bi-direcional, ou seja, ndo apenas ele
controla o ritmo de processos metabdlicos, como também os sinais gerados
promovem uma espécie de retroalimentagcdo que influencia todo o sistema,
sendo esse processo importante para a flexibilidade metabdlica (Reinke; Asher,
2019; Antza et al., 2022). Nos mamiferos, o principal reldgio circadiano € o

nucleo supraquiasmatico (SCN), localizado no hipotalamo. O SCN recebe



sinais luminosos vindos da retina e os redireciona para outras areas do cérebro
e para os relégios moleculares periféricos em células de diferentes tecidos
(Buhr; Takahashi, 2013).

Os relégios moleculares periféricos funcionam como um loop de
retroalimentagao transcricional comandados pelo heterodimero CLOCK:BMAL1
(circadian locomotor output cycles kaput: brain and muscle ARNT-like 1), que
codificam os fatores de transcricdo bHLH-PAS (basic helix-loop-helix; Per-Arnt-
Single-minded). O heterodimero se liga a sequéncias especificas E-Boxes nos
promotores dos genes alvo, iniciando sua transcricdo, entre eles PER1/2
(Period), CRY1/2 (Cryptochromes), REV-ERB (gene NR1D1/2- nuclear receptor
subfamily 1 group D member 1/2) e ROR (retinoic acid receptor-related orphan
receptors). Estas proteinas s&o capazes de realizar transrepressdo génica,
formando assim um ciclo transcricional de retroalimentacdo que reinicia com a
reducdo das concentragdes das proteinas, iniciando um novo ciclo circadiano
(Buhr; Takahashi, 2013; Reinke; Asher, 2019) (Figura 1). Estudos em modelos
animais mutantes dos genes Clock e Bmal1 mostraram marcante desregulagao
circadiana, associada a desfechos metabdlicos, através da interacdo entre
esses genes e a regulagédo da secregéo de insulina e de glucagon pelas ilhotas
pancreaticas (Vieira et al., 2013; Vieira et al., 2012). Camundongos knockout
para o gene Bmal1 apresentam resisténcia a insulina, enquanto mutantes do
gene Clock se mostram hipoinsulinémicos, hiperlipidémicos, hiperglicémicos e
obesos (Perelis et al., 2015; Marcheva et al., 2010).

Figura 1. Esquema de reldgio
molecular periférico. Adaptado de

| Guan & Lazar (2021). Criado com

) PER ) BioRender. Em azul os ativadores
= (]
mu

5 | CRY L
transcricionais e em vermelho os
{ E-Dox ] . .
- repressores. Ao ligar-se as sequencias
i E-box, o heterodimero CLOCK:BMAL
(REV-ERE)
‘ ativa a transcricdo de PER, CRY, REV-
I ERB e ROR. PER e CRY reprimem a
[ RORE | — ligagdo do heterodimero sobre as
sequencias E-box. ROR ativa e REV-

ERB reprime a transcricdo de BMAL,

respectivamente.
) Ativador
(__) Repressor



Diversos estudos clinicos e pré-clinicos sugerem que essa perturbagao
do ciclo circadiano pode ser considerada fator de risco para o desenvolvimento
de doengas cardiovasculares, canceres, além de comprometimentos cognitivos
e metabdlicos (Garaulet et al., 2010). Por exemplo, estudo com homens adultos
saudaveis demonstrou que a desregulagcao circadiana aguda causada por um
turno de trabalho invertido resulta em menor sensibilidade a insulina e maior
glicemia de jejum (Wefers et al., 2018). Além disso, disturbios de sono parecem
estar relacionados com o0 aumento da incidéncia de sobrepeso e diabetes
melitus tipo 2 (DM2), por envolver aumento do apetite e diminuicdo do gasto
energético, podendo também envolver alteragbes no metabolismo da glicose e
lipideos (Knutson et al., 2007; Antza et al., 2022).

O sono é um evento natural e fisiolégico que ocorre em praticamente
todas as espécies de animais, periodicamente definido por regulagdes
circadianas, homeostaticas e ritmadas, para mamiferos, em aproximadamente
24 horas (Mignot, 2008). O sono esta caracterizado por alteragbes no estado
de consciéncia e diminuicdo da sensibilidade e capacidade de resposta a
estimulos externos (Gomes, 2010). O periodo de sono pode ser separado por
duas fases principais sendo elas a fase REM (do inglés, Rapid Eye Movement),
e a NREM (do inglés, Non-rapid Eye Movemente) que ainda pode ser
subdividida em 3 fases, sendo a ultima chamada de “Sono de ondas lentas”
(Mignot, 2008; Gomes, 2010). Durante este periodo NREM a utilizacédo de
glicose cerebral diminui, assim como a redugdo da atividade simpatica e a
liberacdo de cortisol. Ainda, ha alteracdo na liberagdo de hormdnios
reguladores do apetite como leptina e grelina. Neste momento a agao noturna
do GH promove uma diminuicdo da tolerancia a glicose e uma menor
sensibilidade periférica a insulina (Knutson et al., 2007; Spiegel et al., 2009). Ja
no sono REM se observa uma maior utilizagdo de glicose cerebral, que é
propiciada pelos efeitos do GH. Nesse momento se observa também a
presenca de movimentos oculares, produgcdo de sonhos, contragcoes
musculares e cardiorrespiratorias irregulares e a inibicdo de neurbénios motores
espinhais, que leva a uma supressao do ténus muscular postural (Carskadon;
Dement, 2005).



A organizagédo do sono se da de maneira distinta para diferentes
espécies animais. Humanos apresentam um padrdo majoritariamente
monofasico de sono, ou seja, apresentam apenas um periodo de sono de longa
duracdo ao longo de um ciclo completo circadiano. Quando nao, podem
apresentar padrao bifasico, com um periodo de sono de maior € um segundo
de menor duragdo. Humanos também apresentam de 4 a 6 ciclos de sono REM
e NREM durante estes periodos. Ja outros animais, como roedores,
apresentam padrao polifasico, com diversos periodos de sono de menor
duracédo e com fragmentacao grande de ciclos durante todo o dia. Para estes
animais a duragao do sono pode chegar a 15 das 24 horas do seu dia (Deboer,
2007; Thoth; Bhargava, 2013). Para humanos adultos o recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é que as noites tenham em torno de 8
horas de duragao, porém, esta necessidade individual & variavel de acordo com
fatores fisiologicos e socioambientais. A qualidade do sono, entretanto,
depende ndo apenas de sua duracdo, mas também da continuidade e

eficiéncia (Cappuccio et al., 2010; Buysee, 2014).

A mudancga no padrdo e na qualidade do sono e a diminui¢gdo das horas
dormidas por noite sdo eventos cada vez mais prevalentes na sociedade, como
evidenciado recentemente pelo isolamento social causado pela pandemia de
COVID-19 (Emerson, 2020; Algahtani et al., 2022). Por meio de uma revisao
cientifica, foi observado haver uma relacdo entre o sono insuficiente ou
ineficiente e o aumento da ingestdo cal6rica, bem como um comportamento
ingestivo de recompensa em humanos (Zhu et al., 2019). Tal contexto parece
resultar em maior ingestdo de alimentos doces e gordurosos, diminuigdo do
gasto caldrico, aumento no ganho de peso e atenuagdo da sensibilidade a
insulina (Zhu et al., 2019). Um estudo avaliou mais de 4 mil trabalhadores da
area da saude, buscando por associagdes entre privagao de sono e outros
habitos de vida com o desenvolvimento de parametros diagnodsticos de
sindrome metabdlica (Katano et al., 2011). Os autores revelaram que,
independentemente dos demais habitos, o sono de menor duragado esta
positivamente relacionado com estes parametros de sindrome metabdlica tanto
em homens como em mulheres. Porém, estudos clinicos séo limitados por ndo

permitirem o isolamento de fatores, estando o sono comumente associado a



diferentes fatores estressores. Ainda, existe uma dificuldade na utilizagdo de
parametros auto-reportados. Um estudo avaliou o sono de pacientes de modo
objetivo por eletroencefalografia bem como subjetivo, de maneira auto-

reportada, e observou a alta disparidade entre os dados (Miner et al., 2022).

Alternativamente aos estudos clinicos, a utilizagdo de modelos animais
se faz importante na compreensao da fisiologia por tras da privagédo de sono.
Para este fim, foram avaliados 29 modelos de privagao de sono em roedores,
que consideravam desde exposi¢cao a dor, fatores ambientais e até uso de
diferentes farmacos para manter os animais acordados (Revel et al., 2009).
Apresentando pontos positivos e dificuldades de cada modelo, estes foram
avaliados com relacédo a sua validade, viabilidade e aplicabilidade
translacional. Um dos modelos mais utilizados € o “vaso de flores” (do inglés
flowerpot). Também chamado de método de plataformas, consiste em um
tanque com agua contendo pequenas plataformas acima de sua superficie,
podendo ser simples ou multiplas, acomodando um ou um conjunto de animais.
Estas plataformas permitem ao animal se acomodar em cima delas e inclusive
ter sono NREM. Porém ao ingressar na fase REM a perda de tdnus muscular
faz com que o animal toque na agua e desperte (Colativo et al., 2013). Sendo
assim, este € um método de privacdo de sono REM de baixo custo, facil

aplicabilidade e boa reprodutibilidade.

A utilizagado de plataformas multiplas para promover privacdo de sono
em ratos machos adultos por 18h/dia durante 21 dias consecutivos levou a
alteragbes caracteristicas as observadas na sindrome metabdlica, como
aumento da glicemia e resisténcia a insulina (Venancio e Suchecki, 2015). Com
o mesmo meétodo (restricdo de sono REM durante 21h/dia durante 15 dias
consecutivos seguida por uma dieta hiperlipidica por 6 semanas em ratos) foi
demonstrado que a restricao de sono potencializou os efeitos diabetogénicos
causados pela dieta nestes animais (de Oliveira et al., 2015). Seis horas de
privagdo de sono diarias durante 4 semanas consecutivas resulta em maiores
valores de glicemia a partir do 4° dia, menor concentracdo de insulina
plasmatica e menor tolerancia a glicose ao final do experimento de acordo com
um estudo conduzido em ratos (Zhan et al., 2016). Uma unica exposi¢ao de 96

h de privacdo de sono por plataformas simples em ratos machos resultou em



altas concentragdes de ACTH (horménio adrenocorticotréfico) e corticosterona
plasmaticos, além de maior quantidade de células reativas a orexina no
hipotalamo lateral, neuropeptidio orexigeno que participa da regulacdo da
ingestao alimentar e metabolismo energético (Galvao et al., 2009). J& uma
diminuicao do ciclo claro/escuro de 12h/12h para 10h/10h em roedores durante
10 semanas consecutivas resultou no aumento do ganho de peso a partir da 62
semana que se manteve até o fim do protocolo (Karatsoreos et al., 2011). Tais

estudos estao compilados na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Desfechos metabdlicos em roedores submetidos a protocolos de

privacao de sono.

Espécie Desenho experimental Principais desfechos Autores
Ratos Wistar Privagéo de sono por 18h/dia Aumento da glicemia e Venancio e
machos durante 21 dias resisténcia a insulina Suchecki, 2015
Camundongos | Restricao de sono por 21h/dia Potencializagédo dos efeitos Oliveira et al., 2015
C57BL/6 durante 15 dias + dieta diabetogénicos da dieta
machos hiperlipidica por 6 semanas
Ratos Privagao de sono por 6h/dia Maior glicemia, menor Zhan et al., 2016
Sprague- durante 4 semanas concentragao de insulina
Dowley plasmatica e menor tolerancia
machos a glicose
Ratos Wistar Privacéo de sono por 96h Maiores concentragdes de Galvao et al., 2009
machos continuas ACTH e corticosterona, maior
quantidade de células reativas
a orexina
Camundongos | Mudanga de ciclo claro/escuro Maior ganho de peso a partir Karatsoreos et al.,
C57BL/6 de 12h/12h para 10h/10h da 62 semana 2011
machos durante 10 semanas

Vale ressaltar que a grande maioria dos estudos envolvendo privagao de
sono em modelos animais se da de uma maneira intensiva, sendo de muitas
horas por dia ou periodos muito extensos e, talvez pela intensidade, nao
seguem por longo prazo. Sendo assim, nos propusemos a realizar uma

privagdo moderada e crénica em ratos e ratas adultos. O presente trabalho



buscou diferenciar-se dos demais desenhos no que se refere a uma privagao
menos intensiva, porém mais prolongada, com um protocolo que busca
mimetizar uma rotina onde os individuos vao dormir mais tarde e despertam
mais cedo durante os dias da semana. Por nao termos condigdes de afirmar
que se trata de uma privagao sem reposi¢ao do sono, denominamos 0 modelo
como um modelo de perturbacdo do sono, ja que ao menos interferimos no
ciclo natural do sono polifasico desses animais. Nossa hipotese € de que a
perturbagcdo de sono resulte em disturbios metabdlicos, como aumento de
apetite, aumento de adiposidade e peso corporal, intolerancia a glicose, entre

outros.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os impactos da perturbagdo do sono paradoxal sobre a homeostase

glicémica e lipidica, bem como parédmetros comportamentais em ratos e ratas

adultas.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar o ganho de massa corpoérea e a ingestao alimentar;

Avaliar o componente ansiogénico e a consolidagdo da memoria de
curto e longo prazo;

Determinar paréametros metabdlicos relacionados a homeostase
glicémica como a concentragdo de glicose sanguinea, insulina,
triacilglicerol e corticosterona plasmaticos;

Estimar o conteudo energético no figado por meio da distribuicdo de
glicogénio e o conteudo de gordura hepaticos;

Determinar a adiposidade visceral (gorduras perigonadal, omental e
retroperitoneal);

Determinar a tolerancia a glicose e a tolerancia a insulina;

Investigar a morfologia e parametros morfométricos relacionados ao
pancreas endocrino;

Avaliar a morfologia do tecido hepatico bem como a distribuicdo de
lipideos hepaticos;

Avaliar a morfologia dos adipdcitos em tecido adiposo visceral;

Avaliar a morfologia das glandulas adrenais;

Quantificar genes Clock e metabdlicos nos tecidos hepatico e muscular

esquelético.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Marco regulatoério:

Todos os procedimentos desse estudo foram realizados de acordo com a Lei
11.794, de 8 de outubro de 2008, que regulamenta o inciso VIl do § 10 do art.
225 da Constituicdo Federal, que estabelecem os procedimentos para o uso
cientifico de animais, instituido pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal, e pelas Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e a
Utilizagcdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos — DBCA de 2016. As
metodologias experimentais (manipulagdo e eutandasia) seguiram as normas
éticas brasileiras (Resolugdo Normativa n°® 33, de 18 de novembro de 2016),
bem como os procedimentos e métodos adotados conforme a resolugao N°
1000, do Conselho 11 Veterinaria, de 11 de maio de 2012, Art. 4° do Capitulo |
que estabelecem os principios basicos norteadores destes procedimentos,
assim como aquelas contidas nos Principios Internacionais Orientadores para a
pesquisa Biomédica envolvendo Animais do Council for International
Organizations of Medical Science (CIOMS). Todos os protocolos e
procedimentos experimentais relativos ao projeto foram previamente aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC (protocolo n°.
9662240920).

3.2 Animais:

Foram utilizados ratos Wistar, 20 machos e 20 fémeas, adultos, pesando 280-
300g, provenientes do Biotério Central da UFSC, localizado no Campus
Trindade, Florianépolis, SC. Os animais foram mantidos no Biotério setorial de
ratos do LIDoC/CFS/CCB em gaiolas coletivas e em ambiente com temperatura
controlada (23 £ 2°C) em ciclo de iluminagéo claro-escuro de 12:12 h (luzes
ligadas as 6 h. e desligadas as 18 h) com livre acesso a comida (ragéo
comercial padrao para animais de laboratério, Puro Lab 22PB; Puro Trato
Nutrigdo Animal, Brasil) e agua. A separagao por gaiola aconteceu de maneira
aleatdria levando em consideragao apenas o sexo. Ressalta-se que os animais
foram examinados constantemente nos momentos de manipulacido do animal
(por exemplo, pesagem e administracao de injegdes) com o intuito de avaliar
qualquer sinal de alteracdo no comportamento e/ou aparéncia natural do



animal que sugiram dor, estresse ou distresse. Foram avaliadas: a) mudancgas
na aparéncia fisica (ex.: ferimentos, postura, textura do pelo, pelo sujo de urina
ou fezes); b) mudangas no peso corporal e outras relacionadas ao consumo de
alimento e agua; c) mudancgas de padrdes fisioldgicos (ex.: frequéncia de
respiracdao, frequéncia cardiaca, temperatura corporal); d) mudangas no
comportamento normal (ex.: inatividade, automutilagdo, comportamento
compulsivo, movimentos repetitivos ou estereotipados); e) mudangas nas
respostas a estimulos (ex.: agressividade, excitabilidade). Casos em que a
condicado clinica de algum animal indicou necessidade de intervencédo para
conter a dor, o estresse ou o distresse, foram feitas consultas com o orientador
e/ou médico veterinario do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB-UFSC) para
avaliar a necessidade de administragdo de algum medicamento ou eutanasia
humanitaria. Em caso pertinente, o animal foi removido do projeto e
eutanasiado (human endpoint) através da administracédo de dose excessiva de
uma mistura dos anestésicos cetamina (150 mg/kg; i.p.) e xilazina (30 mg/kg;
i.p.) como preconizado em ENV/JM/MONO (2000) da OECD “Guidance
document on the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane
endpoints for experimental animals used in safety evaluation” seguido por

decapitagdo em guilhotina.
3.3 Tamanho amostral:

O numero de animais para cada grupo experimental foi 0 minimo indispensavel
para produzir o resultado conclusivo. Para o calculo amostral a priori,
consideramos o erro alpha (erro do tipo 1) de 0,05 e erro beta (erro tipo Il) de
0,20, uma estimativa de desvio padrao de 10% e a minima diferenca a ser
detectada na ordem de 15% e com base nos valores obtidos pela calculadora

disponivel online (http://estatistica.bauru.usp.br/calculoamostral/calculos.php),

obtivemos o numero de 10 animais por grupo.

3.4 Grupos e delineamento experimentais:

Grupo Controle (CTL) — 10 machos (MCTL) e 10 fémeas (FCTL) foram
alocados em gaiolas para ratos (5 animais por gaiola) e permaneceram no
mesmo ambiente que o0s animais expostos a perturbacdo do sono e em

mesmas condi¢des de privagao temporaria de agua e ragao.


http://estatistica.bauru.usp.br/calculoamostral/calculos.php

Grupo de Perturbagdo do Sono (SP) — o mesmo numero de animais machos
(MSP) e fémeas (FSP) foram submetidos ao método de plataformas multiplas,
adaptado de Zhang et al. (2018). O aparato foi montado utilizando uma caixa
plastica contendo 5 plataformas de plastico fixas a uma base de metal,
permitindo a remog¢ado das mesmas para limpeza ao término de cada
exposicao. As medidas da caixa podem ser vistas na Figura 2 a seguir. A agua
foi mantida 1 cm abaixo da superficie das plataformas e a uma temperatura de
28 + 2°C durante todo o periodo de exposi¢ao. As plataformas tinham 6 cm de
diametro equidistantes a 10 cm entre si, 0 que permite que os animais troquem
de plataformas uns com os outros. Os animais (5 animais por caixa, ou seja,
todas as plataformas ocupadas) eram alocados nessas caixas pelo periodo de
2 h no periodo equivalente ao inicio da fase de descanso dos roedores (entre
06:00 e 08:00 h) e 2 h no fim da fase de repouso (entre 16:00 e 18:00 h),
totalizando 4 h de perturbagdo de sono paradoxal (REM) diariamente sem
qualquer alteracdo do ciclo de luz em relagdo ao grupo controle. Os animais
foram gentiimente secos com toalha pelos manipuladores antes de serem

reconduzidos as gaiolas tradicionais.

a) b)
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Figura 2. Modelo de plataformas multiplas. (2a) vista superior; (2b) vista frontal. Adaptado de

Zhang et al. (2018).

Condicionamento: todos os animais dos grupos SP passaram por
condicionamento prévio, onde foram expostos ao aparato por 10 min diarios,

durante 3 dias, nos dias que antecederam o inicio do protocolo.

Desenho experimental: o protocolo de perturbagcdao do sono foi realizado
durante cinco dias consecutivos (de segundas-feiras as sextas-feiras), com
periodos de descanso pleno durante dois dias (sabados e domingos). Durante
o periodo de descanso pleno do sono e enquanto nao estiveram expostos ao

aparato, os animais permaneceram alojados em gaiolas domésticas de ratos. A



duracdo do experimento foi de 26 dias. O desenho experimental com as

variaveis e abordagens experimentais € mostrado na Figura 3 a seguir.

D Peso e ingestdo alimentar IDescanso (Sab./Dom.)

I1 I Il Il

N L T S
Escuro
18:00 "Perturbacio” 06:00 — 08:00
06:00
Claro "Perturbagio" 16:00 — 18:00
06:00- f
18:00 | I II]]

IipGTT (8h jejum) I Teste de ansiedade
Quinta-feira em substituicdo a perturbagdo Sabado

Teste de memodria de curto prazo
IipITT (alimentados) D S4bado P

Sexta-feira em substituicdo a perturbacgdo
Teste de memaria de longo prazo

Eutanasia Domingo
Sabado, apés 8h de jejum

Figura 3: Delineamento experimental.

Os animais foram avaliados quanto ao peso corporeo e ingestao alimentar 3
vezes por semana (sendo 2 vezes durante a semana e uma vez no final de
semana) e foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose e a insulina em 2
ocasides separadas: no final do segundo e quarto ciclos, nas quintas e sextas-
feiras, respectivamente. Também foram submetidos aos testes de campo
aberto no sabado correspondente ao segundo ciclo e ao teste de memoaria de
curto prazo (sabado) e longo prazo (domingo) correspondente ao final do
terceiro ciclo. No dia seguinte ao ultimo dia de perturbagéo (final dos 4 ciclos),
os animais foram eutanasiados para coleta de sangue e de tecidos como

descrito adiante.
3.5 Parametros metabolicos e estruturais:

Peso corpéreo: foi realizada determinagcdo do peso corpéreo 3 vezes por
semana (quartas-feiras, sextas-feiras e domingos) as 6 horas da manh3,
iniciando no dia anterior ao de inicio do experimento até o momento da

eutanasia em balanca eletronica digital (TECNAL, Campinas, SP, Brasil).

Ingestdo alimentar: a ingestdo alimentar foi verificada 3 vezes por semana
juntamente com a afericdo da massa corporea até o momento da eutanasia

como descrito anteriormente. Foi realizada pela pesagem da ragao



remanescente (ndo ingerida) descontada do total daquela depositada no dia
anterior. A diferenga representa a quantidade ingerida por gaiola diariamente. A
quantidade média de ragao ingerida por animal foi obtida através do seguinte
calculo [(total de ragao ingerida/numero de animais na gaiola)/peso individual
de cada animal]*100. Os resultados foram expressos em gramas de ragao
ingeridos por 100 g de peso corpéreo e posteriormente normalizados a partir

dos valores basais.

Glicose sanguinea: A glicose sanguinea foi aquela obtida nos periodos basais
do teste de tolerancia a insulina (glicemia em estado alimentado) e do teste de
tolerancia a glicose (glicemia em jejum) por meio do sistema de fitas (monitor
digital) “Accu-Check Performa” (ROCHE, Brasil) a partir de gota de sangue
obtida por um pique da ponta da cauda (<0,05 mm) nos dias 11 e 25 (GTT) e
12e 26 (ITT).

Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT): foi realizado nos dias
11 e 25 em animais jejuados (8 h) e acordados. A determinagéo da glicemia no
tempo 0 (basal) ocorreu como descrito anteriormente. Imediatamente, foi
administrada solugdo de glicose 50% (2 g/kg de peso corpéreo, via
intraperitoneal) e coletada uma nova gota de sangue da ponta da cauda aos
30, 60 e 120 min para determinagcdo dos valores glicEmicos como descrito
anteriormente. A area abaixo da curva foi calculada pelo sistema trapezoidal a
partir de valores normalizados pela glicemia basal como descrito previamente
(Natividade da Silva et al., 2019; Motta et al., 2015).

Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT): foi realizado nos dias
12 e 26 em animais alimentados e acordados. Os animais tiveram a glicemia
basal obtida como descrito anteriormente e imediatamente em seguida,
receberam uma injec&o intraperitoneal de insulina humana regular (Humulin®
R) equivalente a 1 UI/Kg de peso corporeo. Uma gota de sangue foi coletada
para dosagem das concentracdes de glicose sanguinea nos tempos 10, 20 e
40 min. A constante de decaimento de glicose (K) foi calculada a partir do
“slope” da linha de regressao obtida com valores de glicose log-transformados

entre na fase linear de decaimento (Santos et al., 2021).

3.6 Testes de ansiedade e consolidagcao da meméria:



Campo aberto (open field): foi realizado no dia 13 em animais alimentados e
acordados. O aparato, feito de madeira e revestido com insulfilm plastico (60 x
60 cm), esta composto por 16 quadrados (15 x 15 cm), e paredes de altura de
50 cm. Cada animal foi colocado no centro do campo aberto e as seguintes
variaveis foram registradas por 5 minutos: numero de quadrados periféricos
(adjacentes as paredes) cruzados (locomogao periférica), numero de
quadrados centrais (longe das paredes) cruzados (locomogéo central). Com
estes dados, a locomocgéao total (periférica + central) e a porcentagem de
locomogao central em relacdo a locomocéao total (locomogao periférica mais
locomogéo central) foram calculadas. Um cruzamento é registrado quando o

animal atravessa o quadrado com as quatro patas.

Memoéria de curto e longo prazo (step-down): o teste foi realizado nos dias
20 e 21 em uma caixa de metal e acrilico medindo 50 x 25 x 25 cm®. Parte da
base do aparelho possui uma grade com barras de bronze com 1 mm de
diametro, com espacamento de 1 cm entre elas, e de uma plataforma metalica.
O animal é colocado sobre a plataforma e sua laténcia para descer sobre a
grade (com as quatro patas) €& cronometrado. Na sessdo de treino,
imediatamente apds o animal descer sobre a grade, ele é estimulado com um
leve choque nas patas (0,3 mA) durante 2 segundos. Cada animal foi treinado
e ap6s 1,5 h (no sabado ao final da terceira semana) e 24 h (no domingo)
foram testados, para avaliagdo das memorias de curta e longa duracgao,
respectivamente. Para isto o mesmo procedimento foi aplicado, mas omitindo-
se o choque, sendo novamente cronometrado o tempo que o animal leva para
descer da plataforma. Em casos especificos em que o animal ndo desceu da
plataforma durante as sessdes de teste, um tempo maximo de 180 segundos
foi aguardado para que o animal seja retirado da caixa. Neste teste o
aprendizado consiste em o animal ndo descer da plataforma, ou fazé-lo apés
um periodo maior do que aquele observado na sesséo de treino (Roesler et al.,
1999).

3.7 Eutanasia e quantificag6es ex vivo:

Eutanasia: a eutanasia dos animais ocorreu por exposicdo a anestésico
inalatério Isoflurano (Instituto BioChimico Industria Farmacéutica Ltda, Rio de

janeiro, RJ, Brasil) seguida de decapitacdo em guilhotina para obtengdo do



sangue troncal em tubos de vidro previamente tratados com solugéo salina e
de EDTA-NaF (Glistab, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). O sangue foi
centrifugado a 1.600 rpm por 10 minutos (centrifuga de angulo fixo modelo
ML4000) em temperatura ambiente e as aliquotas de plasma foram

armazenadas a -80° C até o momento das dosagens plasmaticas.

Insulina, colesterol, triacilglicerol e corticosterona plasmaticos: As
concentragdes de triacilglicerol (kit comercial, Labtest), colesterol (kit comercial,
Labtest), a insulina (ELISA kit, RAB0904; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e
a corticosterona plasmatica (ELISA kit, 80554, Crystal Chem, Elk Grove Village,
IL, EUA) foram quantificados de acordo com instru¢des dos fabricantes dos kits

e publicagdes prévias (Rafacho et al., 2008; Rafacho et al., 2009).

Massa absoluta e relativa de 6rgaos metabdlicos: apds coleta de sangue os
tecidos e orgaos de interesse (gordura perigonadal, gordura retroperitoneal,
gordura omental, pancreas, coragcdo, bago e glandulas adrenais) foram
cuidadosamente removidos e pesados em balanga eletrbnica analitica digital
(TECNAL, Campinas, SP, Brasil).

Gordura Hepatica: aproximadamente 100 mg de figado foi homogeneizado
(UltraTurrax, IKA®) em 700 ul de NaCl 1M seguido pela adigdo de 2 ml de
solugdo metanol/cloroférmio (1:2, v/v). Apos centrifugagcéo a 3.500 rpm por 10
minutos, foi coletada a fase metandlica (contém os lipides) e realizada a
secagem por meio de banho maria fervente. Em seguida foi realizada
suspensao em 500 pl de solugéo Triton X100/metanol (2:1) e dosagem do
triacilglicerol como descrito para o plasma (Rafacho et al., 2008; Rafacho et al.,
2009).

Densidade e morfologia das ilhotas pancreaticas: para o estudo de
aspectos morfoldgicos e a distribuicdo das células B e a, foram coletados os
pancreas de cada grupo e os linfonodos e o tecido adiposo foram removidos
para posterior pesagem do 6rgao inteiro. A porcao esplénica do pancreas foi
cuidadosamente selecionada e em seguida os fragmentos fixados por imerséo
em formalina neutra tamponada 10% pelo periodo de 48 h a temperatura
ambiente, desidratados e embebidos em parafina. Trés secgdes no maior plano
do fragmento (5 um) foram obtidas em Micrétomo Rotativo RM2255 (Leica



Biosystems, Deer Park, IL, USA) e aderidas em laminas sinalizadas individuais.
Uma seccgao recebeu coloracdo de Tricrdbmico de Gdomori e as outras foram
imunomarcadas para insulina e glucagon para realizacdo de analise
morfologica e estereoldgica (Rafacho et al., 2008; Rafacho et al., 2009). Apds
coradas, as laminas foram digitalizadas em escaner Olympus BX61VS

(Olympus Corp., Toquio, Japao).

Analises morfométricas: as imagens digitalizadas foram analisadas no
software OlyVIA versao 3.4.1 (Olympus Corp., Toéquio, Japao). A area total de
tecido pancreatico (um?) foi mensurada excluindo campos onde houvesse
tecido adiposo, linfatico, hemacias e paredes de vasos. Para as ilhotas foram
consideradas todas as estruturas enddcrinas com 3 ou mais células e
coletados dados de area total (um?) e perimetro (um). A massa de pancreas
endoécrino (mg) foi obtida por meio da somatdria da area de ilhotas dividida pela
area total do pancreas, resultando na porcentagem endocrina. Posteriormente,
foi obtida a massa absoluta a partir da multiplicacédo da % do tecido enddcrino
pela massa do pancreas. A massa de pancreas endocrino também foi
normalizada pelo peso corpéreo pelo seguinte calculo: [(massa do pancreas

endocrino/peso individual do animal)*100].

Imunomarcacgao: a distribuigao celular da insulina e do glucagon foi conduzida
utilizando-se o método padrdao de imunoperoxidase indireta. Apds remocao da
parafina, as secg¢bes foram reidratadas e, apds lavagem com tampao fosfato
0,01M (PBS, pH 7,4) as laminas foram tratadas com tampao Citrato (Citrato de
Sdédio 10mM, pH 6,0) em agua fervente para recuperagcado antigénica por 20
min. Posteriormente, os cortes foram permeabilizados em PBS 0,2% Triton-100
por 10 min e bloqueados com PBS 0,05% Tween 20 e 5% albumina, seguido
de 2 h de incubagao com anticorpo primario em temperatura ambiente (TA). Os
anticorpos utilizados foram anti-insulina e anti-glucagon (sc-9168 e sc-7779R,
Santa Cruz biotechnology, CA, USA) diluidos a 1:50 e 1:200 em PBS 2%
albumina. Apds lavagens com PBS, as secg¢des foram bloqueadas para a
peroxidase endégena (PBS 0,3% H»0;) e incubadas com anticorpo secundario
diluido a 1:100 em PBS 2% albumina por 1 h (sc-2491, Santa Cruz
biotechnology). As sec¢bes entdo foram tratadas com sistema ABC de acordo

com instrucbes do fabricante (Santa Cruz biotechnology). Os complexos



biotina-estreptoavidina foram detectados com solugdo diaminobenzidina (DAB)

0,1% DAB e 0,02% H,O,em PBS. Finalmente, as sec¢Oes foram rapidamente

coradas com Hematoxilina de Harris e montadas para observagao

microscopica (Rafacho et al., 2009).

Distribuicao e estimativa da proporcao de células B e a: as imagens para
documentagdo foram obtidas por camera CCD acoplada ao fotomicroscépio
Olympus BX-43 (Olympus Corp.) e analisadas em software Imaged (NIH,
Bethesda, MD, EUA). Foram fotografadas todas as ilhotas com marcacdes
visiveis em cada secc¢ado. Foram quantificadas as areas totais de cada ilhota,
assim como as areas contendo marcagoes positivas para insulina ou glucagon.
As proporgdes foram obtidas multiplicando-se as areas de células 3 ou a por

100 e dividindo-as pela area total de cada ilhota.

Determinagao morfolégica e deposigcao de glicogénio hepatico: fragmentos
de figado foram coletados no dia da eutanasia e fixados em formalina
tamponada, pH 7.4, desidratados com bateria de alcoois em diferentes
concentragdes e incluidos em parafina. Secgbées (5 ym) do figado de cada
grupo experimental foram obtidas em micrétomo rotativo (Leica Biosystems) e
aderidas em laminas de vidro. Em seguida foram submetidas ao procedimento
de coloragédo de acido periodico de Shiff (PAS) para evidenciar o glicogénio
intracitoplasmatico. As seccgbes coradas foram fotografadas em microscépio

Olimpus BX41 (Olympus) para posterior analise qualitativa.

Determinacao da morfologia dos adipé6citos em tecido adiposo visceral:
fragmentos de tecido adiposo visceral foram coletados no dia da eutanasia e
fixados como descrito para o figado. Secgdes (5 pm) do tecido de cada grupo
experimental foram obtidas em micrétomo rotativo (Leica Biosystems) e
aderidas em laminas de vidro. Em seguida foram submetidas ao procedimento
de coloragao de Hematoxilina e Eosina para posterior analises morfométricas
dos adipécitos. As imagens para documentagao foram obtidas por camera CCD
acoplada ao fotomicroscopio Olympus BX-43 (Olympus Corp.) e analisadas em
software ImageJ (NIH). Foram analisadas 3 sec¢des diferentes para cada
animal e coletados dados de &rea total (um?) e perimetro (um) de cada
adipoécito, assim como o numero de adipocitos por secgdo. Foi realizada



estratificacdo dos adipdcitos por tamanho de acordo com valores pré-definidos
nas seguintes faixas: <1000 pm?, de 1000 a 1999 pm?, de 2000 a 2999 um?, de
3000 a 3999 pm?, de 4000 a 4999 ym? e >5000 um?.

Parametros morfométricos das glandulas suprarrenais: as glandulas
suprarrenais foram coletadas no dia da eutanasia e fixadas como descrito
previamente. Os blocos contendo glandulas adrenais foram seccionadas (5 um,
com intervalos de 75 ym) em micrétomo rotativo (Leica Biosystems) e os cortes
aderidos em laminas de vidro para histologia. Foi obtido, em média, onze
cortes por adrenal. Em seguida foram submetidas ao procedimento de
coloragao de Tricromico de Gomori para analise morfométrica. Em relagao aos
parametros morfométricos das glandulas adrenais, foram analisadas oito
medidas sendo: 1 a 4 — espessura do cortex obtida em 4 eixos (superior,
direita, inferior, esquerda); 5 e 6 — comprimento e largura da medula; 7 e 8 —
comprimento e largura da adrenal. As analises foram realizadas com apoio de
microscopia de luz, a partir de uma lente ocular com reticulo quadricular
contendo 100 pontos de cruzamento. Para as medidas de adrenal e medula
inteira foi utilizada a objetiva de 4x, enquanto para as medidas de espessura do
cortex foi utilizada a objetiva de 10x. Com essas medidas pode-se inferir se
houve diferengas na espessura do cértex bem como do didmetro da adrenal e

da medula.

Expressdao Génica por PCR em tempo real: fragmentos de figado (mesmo
lobo para todos os animais) e musculo (gastrocnémico) foram homogeneizados
com T18 UltraTurrax (IKA) e o RNA total foi extraido dos tecidos usando Trizol
de acordo com as instrucbes do fabricante (TRIlzol, Life Technologies,
Rockville, MD, EUA), foi quantificado usando Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific, Wilmington, MA) e 1 ug foi utilizado para produzir cONA através de
kit de transcricao reversa de cDNA (AB Applied Biosystems, EUA). O PCR em
tempo real foi realizado usando CFX384 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad Laboratories, Inc, CA, EUA) utilizando o cDNA previamente
diluido e incubado com primers associados ao QuantiNova SYBR Green PCR
kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Os alvos de mRNA foram normalizados pela
expressao do gene de controle interno, o gene RPLPO (proteina ribossémica

grande PO, pseuddnimo 36B4), e expressos como valores relativos utilizando o



método 2DDCt (Livak; Schmittgen, 2001). Possiveis alteragdes na expressao
dos genes sao expressos relativamente aos respectivos grupos controle. Os
genes analisados foram: Nr1d2 (F- AGGGAGGATGCATCTGGTTTG; R-
GTAGGGAACCCCACTTGAGC), Amntl2 (F- CACTTAATCCTCAAGGCTAGTTT;
R- ATGAACTCAGCCGGTCTCAC), Per2 (F- TTCTGGTCTGGACTGCACAT;
R- AGAAGGAGGTTGAGCAGGTC), Cry2 (F- GTCCTGCAGTGCTTTCTTCC;

R- GGCATTCCAGGGCTCATAGA), Pck1 (F-
AATGATGACCGTCTTGCTTTCG; R- TGGTCTGGACTTCTCTGCCAAG),
Slc2a2 (F- TTTTCAGCCAAGGACCCCGT; R-

GCCCAAGGAAGTCCGCAATG), Akt1 (F- CCGGTTCTTTGCCAACATCG; R-
ACACACTCCATGCTGTCATCTT), Akt2 (F- TTCTACAACCAGGACCACGAGC,;
R- TGATGCTGAGGAAGAACCGATG), Tnf (F- GACAAGCCTGTAGCCCATGT;
R- GTTGCCAGCACTTCACTGTG) e Ppargcia (F-
GAAGACATTCCATTCACAAGAGCTGACG,; R-
GCCTGTTGTAGAGCTGGGTCTT).

Andlises estatisticas: As analises foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism versao 9.0.0 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA). A simetria
dos dados foi confirmada por testes de normalidade, sendo eles Anderson-
Darling, Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk e D’Agostino e Pearson. Foi
considerado simétrico se aprovado por ao menos 2 dos testes. Apos avaliagéo
da homoscedasticidade pelo teste de ‘F’ foi aplicado o Teste t de ‘Student’ ndo
pareado e considerado efeito significante quando alcangado o valor de p<0,05.
Nas analises longitudinais foi realizada comparagao em cada ‘endpoint’ da
abcissa, comparando os grupos entre si. Analises nao-paramétricas foram
aplicadas nos casos de confirmacao de assimetria e/ou heterocedasticidade e
neste caso o teste utilizado sera o Mann-Whitney. Os resultados s&o expressos
como média + desvio padrdao ou mediana e intervalos interquartis quando

parameétricos ou ndo-parameétricos, respectivamente.



4 RESULTADOS

O protocolo de perturbagao do sono alterou a variagdo da massa corporal
inicial e final de machos e fémeas: Os pesos corporeos foram similares entre
grupos controle e perturbagcdo de sono antes do inicio do protocolo
experimental e permaneceram sem diferengas significantes ao longo do
protocolo em ambos os sexos (Figs. 4a e b). Contudo, a analise da variagao de
peso corpoéreo entre os dias -1 e 5, revelou menor ganho de peso nos grupos
MPS (Fig. 5a) e FPS (Fig. 5b). A variagdo de peso corporeo entre os dias -1 e
25 também manteve esse perfil de resposta nos grupos MPS (Fig. 5c) e FPS
(Fig. 5d).
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Figura 4. A perturbacdo de sono néo alterou significativamente os pesos corpdreos ao longo
do protocolo. Gréfico a esquerda (Fig. 4a) se refere evolugdo do peso corpéreo durante o
tratamento nos grupos de Machos e (Fig. 4b) nos grupos de fémeas. N=10 para esta figura.
Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos perturbagdo de sono, FCTL-
fémeas controle e FPS- fémeas perturbagdo de sono. Os dados sao expressos em média +
desvio padrao. A analise foi feita em cada ‘endpoint’ da abcissa utilizando Teste t de Student
nao pareado. *P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001.
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Figura 5. A perturbacdo de sono causa alteragdo na variagao do peso corpéreo. Grafico (Fig.
5a) se refere a variagdo de peso corpéreo em gramas nos grupos de Machos entre os dias -1 e
5 e grafico (Fig. 5b) nos grupos de Fémeas. Grafico (Fig. 5¢) se refere a variagdo do peso
corpéreo em gramas nos grupos de Machos entre os dias -1 e 25 e (Fig. 5d) nos grupos de
Fémeas. N=10 para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos
perturbacdo de sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbacdo de sono. Os dados
sdo expressos em média + desvio padrao (a, ¢, d) ou mediana e intervalo interquartil (b). A
analise foi feita utilizando Teste t de Student ndo pareado (dados
paramétricos/homocedasticos) ou Mann-Whitney (dados nao paramétricos/heterocedasticos).
*P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001.

O protocolo de perturbagcao de sono alterou o comportamento ingestivo
de machos e fémeas: o protocolo de perturbacao de sono resultou em menor
ingestéo alimentar no dia 3 no grupo FPS em relac&o ao grupo FCTL (Fig. 6b)
e maior consumo alimentar nos dias referentes ao periodo de descanso, sendo
significante nos dias 14 e 21 para machos (Fig. 6a) e dias 7 e 21 para fémeas
(Fig. 6b). Ainda, os animais machos tiveram maior ingestdo alimentar na ultima
semana de tratamento, observado nos dias 23 e 25 (Fig. 6a). Nao houve
diferenga nos valores quando analisados de forma geral, ou seja, por meio da

area-abaixo-da-curva (AUC) (Fig. 7a e b).
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Figura 6. A perturbacdo de sono afeta a ingestdo alimentar de ratos e ratas. Grafico a
esquerda (Fig. 6a) se refere a quantificagdo da ingestdo alimentar durante o protocolo nos
machos enquanto o grafico a direita (Fig. 6b) mostra os dados nas fémeas. N=10 para esta
figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos perturbacdo de sono,
FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbagcdo de sono. Os dados foram normalizados a
partir da obtencdo dos valores em g por 100g de peso corpéreo ingeridas no dia ‘-1’. Os dados
sdo expressos em média + desvio padrao. A analise foi feita em cada ‘endpoint’ da abcissa
utilizando Teste t de Student ndo pareado. *P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001.
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Figura 7. AUC (g/100g.26dias™). Grafico (Fig. 7a) se refere a area abaixo da curva de
comportamento ingestivo dos grupos de machos e (Fig. 7b) dos grupos de fémeas. N=10 para
esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos perturbacédo de
sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbacdo de sono. Os dados foram
normalizados a partir do valor basal. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo. A
analise foi feita utilizando Teste t de Student ndo pareado. *P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ****
P<0,0001.

O protocolo de perturbacao do sono nao alterou o comportamento de
machos e fémeas: A performance de machos e fémeas durante o teste de
campo aberto para avaliagdo do comportamento tipo ansioso foi similar entre
0s grupos controle e perturbacdo de sono. Nao houve diferenca no numero
total de cruzamentos nos quadrantes entre os grupos de machos (Fig. 8a) e de

fémeas (Fig. 8c). Nao houve diferenca na porcentagem de cruzamentos nos



quadrantes centrais do campo entre os grupos de machos (Fig. 8b) e de

fémeas (Fig. 8d).
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Figura 8. A perturbacdo do sono nao alterou o desempenho durante o teste de Campo Aberto.
Grafico (Fig. 8a) se refere ao numero total de cruzamentos entre os quadrantes dos grupos de
machos e (Fig. 8¢c) dos grupos de fémeas. Grafico (Fig. 8b) se refere a porcentagem dos
cruzamentos nos quadrantes centrais do campo dos grupos de machos e (Fig. 8d) dos grupos
de fémeas. N=9-10 para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS-
machos perturbagédo de sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbacdo de sono. Os
dados sao expressos em média + desvio padrao. A analise foi feita utilizando Teste t de
Student ndo pareado. *P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001. Uma fémea foi perdida
no decorrer do protocolo.

O protocolo de perturbacdo do sono nao alterou a consolidacdo da
memoaria de machos e fémeas: A performance de machos e fémeas durante
o teste de esquiva inibitéria para avaliacdo de consolidagdo de memdria de
curto e longo prazo foi similar entre os grupos controle e perturbagao de sono.
Houve diferenga significativa entre o periodo de treino e testes de 1h e 24h em
todos os grupos, indicando que todos consolidaram a memoria aversiva. Nao
houve diferencgas significativas entre grupos controle e perturbacédo de sono de

machos (Fig. 9a) e de fémeas (Fig 9b).
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Figura 9. A perturbagdo do sono nao alterou o desempenho durante o teste de Esquiva
Inibitéria. Grafico (Fig. 9a) se refere ao tempo em segundos de laténcia para descida da
plataforma na sesséao treino, teste 1.5 h e teste 24 h (barras brancas, cinza claras e cinza
escuras, respectivamente) dos grupos de machos e (Fig. 9b) dos grupos de fémeas. N=9-10
para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos perturbagio de
sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbacdo de sono. Os dados sdo expressos
em mediana e intervalo interquartil. A analise foi feita utilizando Mann-Whitney. *P<0,05, **
P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001. Uma fémea foi perdida no decorrer do protocolo.

O protocolo de perturbagcao do sono diminuiu a tolerdncia a glicose em
machos e fémeas durante o tratamento: Os valores de glicemia basal foram
similares entre os grupos de machos e fémeas. No teste de toleréncia a glicose
intraperitoneal referente a segunda semana de tratamento, ndo foram
observadas diferengas na tolerancia a glicose nos machos do grupo MSP (Fig.
10a) enquanto para fémeas, o grupo que passou pelo protocolo de perturbagao
do sono (FPS) apresentou menor tolerancia a glicose como pode ser
observado no minuto 30 (Fig. 10b). No teste de tolerancia a glicose referente a
quarta semana de tratamento, machos que passaram pelo protocolo de
perturbacao de sono (MPS) tiveram menor tolerancia a glicose, como pode ser
observado no minuto 30 (Fig. 10c) enquanto as fémeas submetidas a
perturbagdo do sono recuperaram a tolerancia a glicose (Fig. 10d). Os valores
de area abaixo da curva (AUC), calculada a partir de valores normalizados pela
glicemia basal, foi maior no grupo FPS em relagao do grupo FCTL (Fig. 11b) e
nao foram observadas alteragdes significativas entre os machos (Fig. 11a) na
segunda semana. Os valores de AUC da quarta semana foram maiores no
grupo MPS em relagdo do grupo MCTL (Fig. 11¢c) e nao foram observadas

alteragdes significativas entre as fémeas (Fig. 11d).
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Figura 10. A perturbagdo de sono impactou a tolerancia a glicose em machos e fémeas.
Gréafico (Fig. 10a) se refere a glicemia durante o Teste de Tolerancia a Glicose intraperitoneal
na segunda semana de tratamento dos grupos de machos e (Fig. 10b) dos grupos de fémeas.
Grafico (Fig. 10c) se refere a glicemia durante o Teste de Tolerancia a Glicose intraperitoneal
na quarta semana de tratamento dos grupos de machos e (Fig. 10d) dos grupos de fémeas.
N=9-10 para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos
perturbagao de sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbacdo de sono. Os dados
sao expressos em média * desvio padrdo. A analise foi feita em cada ‘endpoint’ da abcissa
utilizando Teste t de Student ndo pareado. *P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001. Uma
fémea foi perdida no decorrer do protocolo.
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Figura 11. Area abaixo da curva glicémica.
Gréfico (Fig. 11a) se refere a durante o Teste
de Toleradncia a Glicose da segunda semana
dos grupos de machos e (Fig. 11b) dos grupos
de fémeas. Grafico (Fig. 11c) se refere a area
abaixo da curva durante o Teste de Tolerancia
a Glicose da quarta semana dos grupos de
machos e (Fig. 11d) dos grupos de fémeas.
N=9-10 para esta figura. Grupos experimentais:
MCTL- machos controle, MPS- machos
perturbacdo de sono, FCTL- fémeas controle e
FPS- fémeas perturbacdo de sono. Os dados
foram normalizados a partir do valor de partida.
Os dados sao expressos em média + desvio
padrdo. A analise foi feita utilizando Teste t de
Student ndo pareado. *P<0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001, **** P<0,0001. Uma fémea foi perdida
no decorrer do protocolo.



O protocolo de perturbacao do sono aumentou a sensibilidade a insulina
em machos, mas nao em fémeas, apos 4 semanas de tratamento: Os
valores de glicemia basal foram similares entre os grupos de machos e fémeas.
A resposta durante o teste de tolerancia a insulina da segunda semana foi
similar entre os grupos de machos (Fig. 12a) e fémeas (Fig. 12b). A resposta
durante o teste de tolerancia a insulina da quarta semana foi maior no grupo de
machos que passaram pelo protocolo de perturbagdo de sono (MPS) como
pode ser observado no minuto 40 (Fig. 12c) e nado foram observadas
alteragdes nas fémeas (Fig. 12d). Os valores da constante de decaimento da
glicemia durante o teste de tolerancia a insulina (K1) foram similares entre os
grupos na segunda semana de tratamento (Fig. 13a e b). Os valores de Kt da
quarta semana foram maiores no grupo MPS em relacéo do grupo MCTL (Fig.

13c) e néo foram observadas alteragdes significativas entre as fémeas (Fig.
13d).
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Figura 12. A perturbacado de sono impactou a sensibilidade a insulina em machos, mas nao em
fémeas, apds 4 semanas de tratamento. Grafico (Fig. 12a) se refere a glicemia durante o Teste
de Tolerancia a Insulina intraperitoneal na segunda semana de tratamento dos grupos de
machos e (Fig. 12b) dos grupos de fémeas. Grafico (Fig. 12c) se refere a glicemia durante o
Teste de Tolerancia a Insulina intraperitoneal na quarta semana de tratamento dos grupos de
machos e (Fig. 12d) dos grupos de fémeas. N=9-10 para esta figura. Grupos experimentais:
MCTL- machos controle, MPS- machos perturbacdo de sono, FCTL- fémeas controle e FPS-
fémeas perturbagao de sono. Os dados sédo expressos em média + desvio padrdo. A analise foi
feita em cada ‘endpoint’ da abcissa utilizando Teste t de Student n&o pareado. *P<0,05, **
P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001. Uma fémea e um macho foram perdidos no decorrer do
protocolo.
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O protocolo de perturbacao de sono reduziu valores de colesterol total e
aumentou os valores de corticosterona plasmatica em machos, mas nao
alterou parametros plasmaticos de fémeas: Os valores de insulina
plasmatica se mantiveram inalterados entre os grupos de machos (Fig. 14a) e
fémeas (Fig. 14e) apds submissdo ao protocolo experimental de perturbagéo
do sono, assim como os valores de triacilglicerideos plasmaticos em machos
(Fig. 14c) e fémeas (Fig. 14g). Valores de colesterol total plasmatico foram
menores em machos submetidos a perturbacdo de sono (Fig. 14b) e foram
similares entre os grupos de fémeas (Fig. 14f). Valores de corticosterona
plasmatica foram maiores em machos submetidos a perturbagéo de sono (Fig.

14d) e foram similares entre os grupos de fémeas (Fig. 14h).
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Figura 14. A perturbacédo de sono reduz valores de colesterol total plasmatico e aumenta a
corticosteronemia. Grafico (Fig. 14a) se refere a valores de insulina plasmatica em yU/mL dos
grupos de machos e (Fig. 14e) dos grupos de fémeas. Grafico (Fig. 14b) se refere a valores de
colesterol total plasmatico em mg/dL dos grupos de machos e (Fig. 14f) dos grupos de fémeas.
Grafico (Fig. 14c) se refere a valores de triacilglicerideos plasmaticos em mg/dL dos grupos de
machos e (Fig. 14g) dos grupos de fémeas. Grafico (Fig. 14d) se refere a valores de
corticosterona plasmatica em ng/mL dos grupos de machos e (Fig. 14h) de fémeas. N=9-10
para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos perturbagio de
sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbagcao de sono. Os dados sdo expressos
em mediana e intervalo interquartil para (Fig. 14a, ¢, e) e média + desvio padrao para (Fig.
14b, d, f, g, h). A analise foi feita utilizando Mann-Whitney (Fig. 14a, c, e) e Teste t de Student
nao pareado (Fig. 14b, d, f, g, h). *P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001. Uma fémea
e um macho foram perdidos no decorrer do protocolo.

O protocolo de perturbagcao de sono causou diminui¢cao da adiposidade
visceral de machos e fémeas: A soma dos depdsitos de gordura visceral
(gorduras perigonadal, retroperitoneal e omental) foi menor nos ratos (Fig. 15d)
e ratas (Fig. 15h) submetidos ao protocolo de perturbagdo de sono. Machos
MPS apresentaram menores depdsitos de gordura retroperitoneal (Fig. 15b) e
omental (Fig. 15c), enquanto fémeas FPS apresentaram menores depdsitos de

gorduras perigonadal (Fig. 15e) e retroperitoneal (Fig. 15f).



(a) (b) _ (c) (d) —
= 3- g 254 @ "= 54
3 g _ g g
@ o~ 0 —~ ol T o
e = 20 = 5 o
° E.z_ @ E @ O o
24 .9 454 g o S
2D £ : 5

=
] 23 104 5 0 =
Lo © = - E T
3 = = = = 7 e
2 5 B o5 o ‘0 ®©
5 E 8 g 3
(L) 8 0.0- os

MCTL  MSP

(e) = (9) (h)
= o 254 i g
o = = 5 =
[ _9 —_ - T O
1= = e & [} 16
o E o B @ o>
D24 2 g £ 0 8
fe o) o o
o o 2o s o
2o Do £ =)
pe =4 = 2=
5< < = » g
T2 g 9 o 0 @
: 2 © £ 8
() ] as

FCTL FSP o FCTL FSP FCTL FSP FCTL FSP

Figura 15. A perturbagcédo de sono causa diminuigdo dos depdsitos de adiposidade visceral de
machos e fémeas. Grafico (Fig. 15a) se refere a massa de gordura perigonadal em gramas dos
grupos de machos e (Fig. 15e) dos grupos de fémeas. Grafico (Fig. 15b) se refere a massa de
gordura retroperitoneal em gramas dos grupos de machos e (Fig. 15f) dos grupos de fémeas.
Grafico (Fig. 15¢) se refere a massa de gordura omental em miligramas dos grupos de machos
e (Fig. 15g) dos grupos de fémeas. Grafico (Fig. 15d) se refere a soma dos valores de
depositos de gordura visceral em gramas dos grupos de machos e (Fig. 15h) dos grupos de
fémeas. N=9-10 para esta figura. Grupos experimentais; MCTL- machos controle, MPS-
machos perturbagédo de sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbacdo de sono. Os
dados foram normalizados pelo peso do animal *100. Os dados sdo expressos em média +
desvio padrdo. A analise foi feita utilizando Teste t de Student ndo pareado. *P<0,05, ** P<0,01,
*** P<0,001, **** P<0,0001. Uma fémea e um macho foram perdidos no decorrer do protocolo.

O protocolo de perturbacdao de sono nao alterou a massa de Orgaos
metabodlicos em ambos os sexos: Nao se observou alteracdo na massa do
coracgao (Fig. 16a e e), pancreas (Fig. 16b e f), glandulas adrenais (Fig. 16c e

g) e baco (Fig. 16d e h) entre os grupos.
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Figura 16. A perturbagdo de sono nao altera a massa de 6rgdos metabolicos. Grafico (Fig.
16a) se refere a massa do coragdo em miligramas dos grupos de machos e (Fig. 16e) dos
grupos de fémeas. Grafico (Fig. 16b) se refere a massa do pancreas em miligramas dos
grupos de machos e (Fig. 16f) dos grupos de fémeas. Grafico (Fig. 16c) se refere a massa das
adrenais em miligramas dos grupos de machos e (Fig. 16g) dos grupos de fémeas. Grafico
(Fig. 16d) se refere a massa do bago em miligramas dos grupos de machos e (Fig. 16h) dos
grupos de fémeas. N=9-10 para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle,
MPS- machos perturbacdo de sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbagédo de
sono. Os dados foram normalizados pelo peso do animal *100. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrdo. A analise foi feita utilizando Teste t de Student ndo pareado. *P<0,05,
** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001. Uma fémea e um macho foram perdidos no decorrer do
protocolo.

O protocolo de perturbacao de sono reduziu o tamanho dos adipécitos
viscerais em machos e em fémeas: Se observou diminuicido da area e do
perimetro dos adipdcitos e o aumento do numero de células contadas por
campo em machos (Fig. 17a, b e c) e em fémeas (Fig. 17f, g e h). Também se
observou alteragdo na distribuicido do tamanho dos adipécitos de tecido
visceral em machos (Fig. 17d) e em fémeas (Fig. 17i). As Figuras 17e e j
mostram imagens representativas do tecido adiposo visceral de machos e
fémeas, respectivamente, corados com Tricromico de Gomori para evidenciar a

diminuicao da area das células nos grupos submetidos a privagéao de sono.
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Figura 17. A perturbacdo de sono altera parametros morfométricos do tecido adiposo visceral
de machos e fémeas. Grafico (Fig. 17a) se refere a area em pm2 dos adipdcitos de machos e
gréfico (Fig. 17f) em fémeas. Grafico (Fig. 17b) se refere ao perimetro em ym dos adipdcitos
de machos e gréfico (Fig. 17g) em fémeas. Grafico (Fig. 17¢) se refere ao numero de células
contadas por campo em machos e graficos (Fig. 17h) em fémeas. Grafico (Fig. 17d) se refere
a distribuicdo da frequéncia em porcentagem do tamanho da area em micrédmetros dos
adipdcitos dos grupos de machos e grafico (Fig. 17i) de fémeas. Fig. 17e se refere as imagens
representativas da histologia de tecido adiposo de machos e Fig. 17j de fémeas, coradas com
Tricrbmico de Gomori. N=9-10 para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos
controle, MPS- machos perturbagdo de sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas
perturbagao de sono. Os dados sédo expressos em média + desvio padrao. A analise foi feita
utilizando Teste t de Student ndo pareado.*P<0,05, ** P<0,01,** P<0,001, *** P<0,001, ****
P<0,0001. Uma fémea e um macho foram perdidos no decorrer do protocolo.

O protocolo de perturbagao de sono nao afetou a massa do pancreas
endoécrino em machos e em fémeas: Nao se observou alteracdo na massa

absoluta de ilhotas pancreaticas em machos (Fig. 18a) e em fémeas (Fig.



18d). Também ndo se observou diferenga na massa de ilhotas pancreaticas
quando normalizadas pelo peso corpéreo do animal em machos (Fig. 18b) e
em fémeas (Fig. 18e). As Figuras 18c e 18f mostram imagens representativas
de pancreas de machos e fémeas, respectivamente, corados com Tricrébmico
de Gomori para demonstrar a similaridade de tamanho das ilhotas pancreaticas

nos grupos controle e perturbagao de sono.
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Figura 18. A perturbacéo de sono nao altera pardmetros morfométricos do pancreas endécrino
de machos e fémeas. Grafico (Fig. 18a) se refere a massa absoluta de ilhotas pancreaticas em
mg dos grupos de machos e grafico (Fig. 18d) de fémeas. Grafico (Fig. 18b) se refere a massa
ilhotas pancreaticas em mg normalizadas pelo peso corpdéreo do animal dos grupos de machos
e grafico (Fig. 18e) de fémeas. Fig. 18c se refere as imagens representativas da histologia de
pancreas de machos e Fig. 18f de fémeas coradas com Tricromico de Gomori. N=9-10 para
esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos perturbacédo de
sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbagcdo de sono. Os dados sdo expressos
em média * desvio padrado. A analise foi feita utilizando Teste t de Student ndo pareado. Uma
fémea e um macho foram perdidos no decorrer do protocolo.



O protocolo de perturbagcao de sono nao alterou a distribuicdo de células
beta e alfa nas ilhotas pancreaticas em machos e em fémeas: Nao se
observou alteragdo na porcentagem de células beta nas ilhotas pancreaticas
em machos (Fig. 19a) e em fémeas (Fig. 19d). Também n&o se observou
diferenga na porcentagem de células alfa nas ilhotas pancreaticas em machos
(Fig. 19b) e em fémeas (Fig. 19e). A Figura 19c mostra imagens
representativas de pancreas imunomarcadas para insulina e para glucagon em
machos e Figura 19f em fémeas, para demonstrar a similaridade de
distribuicdo das células nas ilhotas pancreaticas nos grupos controle e

perturbacao de sono.
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Figura 19. A perturbacdo de sono nao altera a distribuicdo de células beta e alfa nas ilhotas
pancreaticas em machos e em fémea. Grafico (Fig. 19a) se refere a porcentagem de células
beta nas ilhotas pancreaticas dos grupos de machos e grafico (Fig. 19d) de fémeas. Grafico
(Fig. 19b) se refere a porcentagem de células alfa nas ilhotas pancreaticas dos grupos de
machos e grafico (Fig. 19e) de fémeas. Fig. 19c se refere as imagens representativas da
histologia de pancreas de machos imunomarcadas para insulina e para glucagon e Fig. 19f de
fémeas. N=8 para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos
perturbacdo de sono, FCTL- fémeas controle e FPS- fémeas perturbacdo de sono. Os dados
sdo expressos em média + desvio padrdo. A analise foi feita utilizando Teste t de Student nao
pareado.



O protocolo de perturbagcdo de sono nao alterou a morfologia dos

hepatocitos em machos e em fémeas: Nao se observou alteragdo no

conteudo de triacilglicerideos hepaticos em machos (Fig. 20a) e em fémeas

(Fig. 20c). Também nao se observou diferenga na morfologia dos hepatdcitos,

assim como na deposigao de glicogénio intracitoplasmatico em machos (Fig.

20b) e em fémeas (Fig. 20d). As Figuras 20b e d mostram imagens

representativas de figado corado com Acido Periédico de Schiff, para

demonstrar a similaridade de morfologia das células e padrao de deposicao de

glicogénio nos grupos controle e perturbagédo de sono.
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Figura 20. A perturbacgao de
sono nao altera a morfologia
dos hepatécitos em machos
e em fémeas. Gréfico (Fig.
20a) se refere ao conteudo
de triacilglicerideos
hepaticos em mg/g de tecido
em machos e grafico (Fig.
20c) em fémeas. Fig. 20b e
d se referem as imagens
representativas da histologia
de figado de machos e
fémeas corados com Acido
Periddico de Schiff. N=9-10
para esta figura. Grupos
experimentais: MCTL-
machos controle, MPS-
machos perturbacdo de
sono, FCTL- fémeas
controle e FPS- fémeas
perturbacdo de sono. Os
dados sdo expressos em
mediana e intervalo
interquartil. A analise foi
feita utilizando Mann-
Whitney. Uma fémea e um
macho foram perdidos no
decorrer do protocolo.



O protocolo de perturbagcdo de sono nao alterou parametros
morfométricos das glandulas adrenais de machos e fémeas: Nao se
observou alteragdo no didmetro médio da glandula adrenal, no didmetro médio
da medula adrenal e na espessura do cértex adrenal de machos (Fig, 21a, b e
c) e de fémeas (Fig. 21e, f e g). A Figura 21d mostra imagens representativas
de glandulas adrenais coradas com Tricrémico de Gomori de machos e Figura
21h de fémeas, para demonstrar a similaridade tamanho da glandula nos

grupos controle e perturbagao de sono.

@) - ) = (o) = Figura 21. A perturbacgédo de
= 2 ST : sono ndo altera pardmetros
[} - a ] a
& 3000 3 B s morfométricos das glandulas
- £ < adrenais em machos e em
g g S s fémea. Gréfico (Fig. 21a) se
g™ 5 2 refere ao didmetro da
& o & 2 glandula adrenal em pym dos
a MCTL  MSP (=] w MCTL  MSP s
(d) grupos de machos e grafico
MCTL MSP (Fig. 21e) de fémeas. Grafico

L

(Fig. 21b) se refere ao
didmetro da medula adrenal
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machos e grafico (Fig. 21f)
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de sono, FCTL- fémeas
controle e FPS- fémeas
perturbacdo de sono. Os
dados sdo expressos em
média + desvio padrdao. A
analise foi feita utilizando
Teste t de Student nao
pareado. Uma fémea e um
macho foram perdidos no
decorrer do protocolo.

O protocolo de perturbacao de sono alterou a transcri¢gao de genes Clock
e metabdlicos em ambos os sexos: Se observou diminuigdo na expressao de
Cry2 e Sic2a2 e aumento de Ppargc1a em figado de machos. Nao se observou
diferenca na expressao de Nri1d2, Amntl2, Per2, Pck1, Akt1, Akt2, Tnf e Scd1



(Fig. 22a). Também nao se observou diferenga na expressao de nenhum dos
genes analisados em figado de fémeas (Fig. 22b). Em musculo, ndo se
observou alteragao para grupos de machos (Fig. 23a) e se observou redugéo
na expressdao de Per2 no grupo de fémeas. Também n&o se observou
diferenca na expressédo de Nr1d2, Amtl2, Cry2, Akt1, Akt2 e Ppargc1a para
fémeas (Fig. 23b).
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Figura 22. A perturbacdo de sono altera a expressao de gene Clock e metabdlicos em figado
de machos. Grafico (Fig. 22a) se refere a expresséao relativa dos genes Nr1d2, Arntl2, Per2,
Cry2, Pck1, Akt1, Akt2, Sic2a2, Tnf, Scd1 e Ppargc1a no figado de machos e grafico (Fig. 22b)
em fémeas. N=5 para esta figura. Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS-
machos perturbacéo de sono. Os valores relativos expressos foram normalizados pelos valores
expressos dos genes e amostras controle. Os dados sdo expressos em mediana e intervalo
interquartil. A analise foi feita utilizando Mann-Whitney. *P<0,05, ** P<0,01,*** P<0,001, ***
P<0,001, **** P<0,0001.
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Figura 23. A perturbagédo de sono altera a expressédo de gene Clock em musculo de fémeas.
Grafico (Fig. 23a) se refere a expressao relativa dos genes Nr1d2, Amtl2, Per2, Cry2, Akt1,
Akt2, e Ppargc1a no musculo de machos e grafico (Fig. 23b) em fémeas. N=5 para esta figura.
Grupos experimentais: MCTL- machos controle, MPS- machos perturbacdo de sono. Os
valores relativos expressos foram normalizados pelos valores expressos dos genes e amostras
controle. Os dados sdo expressos em mediana e intervalo interquartil. A analise foi feita
utilizando Mann-Whitney. *P<0,05, ** P<0,01,*** P<0,001, *** P<0,001, **** P<0,0001.



5 DISCUSSAO

Ritmos circadianos apresentam fung¢ao importante na adaptabilidade dos
processos fisioldgicos e permitem ao organismo antecipar alteragdes rotineiras
do ambiente. Porém, disrupgdes dos reldgios bioldgicos podem levar a estados
patoldgicos, envolvendo alteragdo no comportamento ingestivo, na secregéo de
insulina, na tolerancia a glicose, no metabolismo lipidico, entre outros. Estas
disrupgdes podem ser de origem genética ou comportamental, como restricao
de sono, exposi¢cao noturna a luz e turnos de trabalho invertidos (Li et al., 2020;
Guan; Lazar, 2021). Neste trabalho nés demostramos que um protocolo de
perturbagdo moderada e crénica de sono prejudica a tolerancia a glicose de
forma sexo-especifica e reduz os depdsitos de gordura visceral,
independentemente do sexo. No entanto, ndo foram observadas alteracbes
relevantes no componente ansiogénico, na consolidagdo da memoria, e em

parametros plasmaticos e morfologicos.

Com nosso protocolo, machos e fémeas tiveram perda inicial de peso,
seguida por um ganho menor em relagdo aos controles durante as quatro
semanas de duracgdo. Esta alteragao foi associada, pos eutanasia, com menor
deposicao de gordura visceral, sem alteracdo nos valores de triacilglicerideos
plasmaticos. Em conjunto, estes resultados podem indicar um estado
catabolico periférico e a necessidade de utilizacdo dos substratos lipidicos
gerados pela lipdlise desse tecido como fonte de energia para as células
através dos processos de B-oxidacdo. Diversos estudos associam privagdes
prolongadas de sono a uma ativacdo do eixo HPA, pela quantificagdo de
elevados niveis de adenocorticotropina (ACTH) e corticosterona (CORT)
(Galvao et al., 2009; Hipdlide et al., 2006; Suchecki et al., 2002;1998). Niveis
elevados de CORT podem levar ao aumento da gliconeogénese hepatica,
aumentar os valores glicémicos e promover um estado catabdlico que
intensifica a lipdlise, gerando reducdo da massa adiposa (Sapolsky et al.,
2000). Neste contexto, € possivel esperar uma contribuicdo do sistema
catecolaminérgico por meio da ativagdo simpatoadrenal. Um protocolo de
privacao de sono por multiplas plataformas em ratos machos demonstrou
elevacdo dos valores de dopamina e noradrenalina plasmatica a partir de 24h

de exposigao (Andersen et al., 2005). Esta estimulagdo adrenérgica pode atuar



de forma sinérgica a CORT favorecendo o estado catabdlico (Vaughan et al.,
2014). Tal desfecho foi confirmado histologicamente com a diminuigdo da area
e do perimetro dos adipdcitos e um maior numero de células por campo de

analise.

Nossos resultados indicam uma redug¢do do consumo alimentar como
observado nos grupos experimentais nos dias de exposi¢do ao protocolo de
perturbagao do sono. Este dado nao corrobora o que se demonstra em estudos
clinicos, onde a privagao de sono em humanos € associada a um aumento do
comportamento alimentar, como aumento de fome e consumo de alimentos
mais palataveis (Chaput et al., 2023). Entretanto, estudos com animais
descrevem a existéncia de uma relagao entre exposi¢cao ao estresse, ativagao
do eixo HPA, altos niveis de CORT e alteragao da ingestédo alimentar. Isto nos
remete a dificuldade em diferenciar o que pode ser consequéncia da pior
qualidade do sono ou ao estresse relacionado aos protocolos. Por exemplo, o
estresse induzido por nado forgcado por 15 minutos diarios durante 3 dias
resultou em reducgao da ingestao caldrica e do peso corporal em ratos machos
e fémeas (Diane et al., 2008). Resultados semelhantes foram observados com
a indugdo de estresse por restricdo de movimento (2 horas diarias durante
quatorze dias) ja no primeiro dia e ao longo do protocolo (Marti et al., 1994).
Por outro lado, durante os periodos de descanso encontramos maior ingestao
alimentar dos nossos animais, provavelmente compensatéria, mesmo que este
comportamento ndo tenha se mostrado homogéneo durante todos os finais de
semana. Isto poderia estar associado a processos heddnicos relacionados a
cessacao dos eventos estressores. Processos heddnicos sdo associados nao
apenas ao maior consumo, mas a uma preferéncia por alimentos de maior
palatabilidade, como alimentos com maior teor de gordura (Maniam; Morris,
2012). No6s também observamos que os ratos machos do grupo MSP
apresentaram maior consumo alimentar durante a ultima semana do protocolo,
mesmo nos dias que estiveram expostos a perturbacdo de sono. Devido a
perda significativa de tecido adiposo nestes animais, esta resposta poderia
estar associada com uma menor secrecgao de leptina, como descrito por Galvao
e colaboradores (2009). E possivel que com a continuidade do protocolo este

comportamento de maior ingestdo pudesse resultar em ganho de peso nas



semanas seguintes, o que faria sentido considerando as observagdes clinicas.
Este mesmo padrdo foi observado anteriormente em roedores por meio da
alteracdo do ciclo claro-escuro de 12h/12h para 10h/10h, onde os animais
iniciaram a ganhar peso a partir da sexta semana, que se manteve até o final

das dez semanas de protocolo (Karatsoreos et al., 2011).

Ativagbes do eixo HPA sao ligadas a respostas negativas no
comportamento tipo depressivo e ansioso em roedores (Kinlein et al., 2019). A
administracado oral de CORT leva a anedonia, falta de comportamentos de
auto-cuidado e influencia diferentes alvos moleculares relativos ao
estabelecimento de estresse (Gourley; Taylor, 2009). Contudo, os efeitos da
privacdo de sono nestes parametros ndo sao consistentes nos estudos pre-
clinicos muito provavelmente por causar um fendtipo comportamental
complexo, que ndo pode ser mensurado com aplicagcao de testes isolados. A
auséncia de alteracbes no comportamento dos animais durante o teste de
campo aberto em nosso estudo corrobora outros estudos com animais
envolvendo a privacdo de sono em que nao foram capazes de identificar
alteracbes comportamentais pelos testes de campo aberto e labirinto em cruz
elevada (Pires et al., 2016). Apesar de ndo observarmos efeitos ansiogénicos,
€ bem descrito a relacdo entre privacdo de sono e impactos negativos na
consolidacdo da memoria, especialmente quando estas envolvem a regido do
hipocampo (Havekes et al., 2012). Por exemplo, um protocolo de 6 horas de
privagdo aguda de sono induziu prejuizos de memodria espacial e
reconhecimento de objetos (Raven et al., 2019) e outro com 21 dias de
privagao crénica de sono afetou a memdria espacial de ratos (Konakanchi et
al.,2022). Por outro lado, quando se trata de condicionamento por associagéo
ao medo, parametros nao diretamente dependentes de regides do hipocampo,
a privagao de sono parece nao apresentar efeitos (Graves, et al., 2003). Isto
poderia explicar o motivo de ndo termos encontrado alteragées na memoria de
curto e longo prazo entre 0s grupos, ja que o teste utilizado de esquiva inibitoria

utiliza condicionamento com choque elétrico.

De acordo com o observado na literatura (Hipdlide et al., 2006; Zhan et
al., 2016; Jha et al., 2016), nossos animais machos se tornaram intolerantes a

glicose durante a progressao do protocolo, que ocorreu com uma inesperada



maior sensibilidade a insulina. Esta intolerdncia a glicose ocorreu sem
nenhuma alteracdo na massa ou na distribuicdo de células a e B nas ilhotas
pancreaticas. Apesar de nado termos medido a secrecao de insulina in vivo,
durante o GTT, é razoavel assumirmos o impacto inibitério das catecolaminas e
da corticosterona na resposta das ilhotas pancreaticas a glicose, ja que estes
experimentos se deram em dias regulares do protocolo de perturbagédo de sono
(Nonogaki, 2000; Beaupere et al., 2021). Estes horménios contrarreguladores
também poderiam favorecer maior secreg¢ao de glucagon (Hamilton et al.,
2018) e aumento da secregcao hepatica de glicose (Nonogaki, 2000), que
explicariam a intoleréncia a glicose nos animais submetidos ao protocolo de
perturbacdo o sono. Em concordancia com essa suposicdo, um protocolo de
privagao de sono por 20 h diarias (usando o movimento forgado), de segunda-
feira a sexta-feira, por quatro semanas, esteve associado a menores valores de
insulina plasmatica ao final da primeira e da quarta semana, que se
restauravam nos respectivos finais de semana, quando os animais podiam
descansar (Barf et al., 2012). Apesar de nao termos encontrado alteragdes
homogéneas relevantes na expressao de genes clock, estes sdo sensiveis as
mudangas ambientais e associados a disfungbes do metabolismo. Alteragdes
nessa maquinaria pode estar associada a hipoinsulinemia e o desenvolvimento
de diabetes (Guan; Lazar, 2021). Animais mutantes para os genes Clock e
Bmal1 apresentam menor tolerdncia a glicose e secregdo de insulina
(Marcheva et al., 2010).

Nossos animais do grupo MSP tiveram menor expressao relativa do
gene Sic2aZ2 no figado, que codifica o transportador de glicose independente
de insulina (GLUT2). Mutacbes para este gene em humanos estdo
relacionadas com intolerdncia a glicose (Chadt, Al-Hasani, 2020).
Interessantemente, camundongos deficientes do gene Bmal1 apresentam
reducdo da abundancia de GLUT2 no figado que esteve associado a
hipoglicemia, reducao da deposigao de glicogénio nos hepatécitos e alteragdes
na gliconeogénese hepatica (Rudic et al., 2004; Lamia et al., 2008). Neste
contexto, analisamos a morfologia do tecido hepatico, procurando por
alteragdes qualitativas na deposicdo de glicogénio e nao foram observadas
diferengas significativas. Também analisamos a expressdao do gene PCK7 no



figado dos nossos animais, que codifica a transcrigdo da Fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), principal enzima da via gliconeogénica, e n&o foram
observadas alteragcbes. Sobre um incremento na sensibilidade a insulina no
final da quarta semana de protocolo no grupo MSP, n6és ndo encontramos
explicacéo plausivel. Porém, evidéncias recentes demonstraram que pulsos de
agonismo de glucagon s&o necessarios para uma posterior resposta a insulina
frente a uma sobrecarga de insulina exdgena em camundongos (Kim et al.,
2022). Considerando que o sistema contrarregulatério possa estar
superrregulado nos animais SP, especulamos que maior secregao de glucagon

poderia explicar a maior sensibilidade a insulina neste modelo.

Diferentemente dos machos, ratas fémeas submetidas ao protocolo
tiveram maior incremento da glicemia em resposta a sobrecarga de glicose na
segunda semana de protocolo, o que foi normalizado ao final das quatro
semanas. Esta aparente adaptabilidade apresentada pode estar relacionada ao
ciclo estral destas ratas, ndo avaliado neste estudo, e o efeito protetor do
estrogénio sob a sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose, ja demonstrado
em estudos anteriores com outros modelos de desafios metabdlicos (Riant et
al., 2009; Zimath et al., 2023).

E conhecido o papel do gene clock Rev-erb na regulacéo e funcdo das
ilhotas pancreaticas. A regulagcao negativa de Rev-erba impacta a GSIS e inibe
a proliferagcao de células beta in vitro, enquanto nas células alfa é capaz de
inibir a secre¢cao de glucagon induzida por baixos niveis de glicose (Vieira et
al., 2012; 2013). N6s nao encontramos alteragdes na expressao relativa do
gene Rev-erbB, porém a privagcdo de sono também ¢é relacionada com
disfuncdes das ilhotas pancreaticas. Por exemplo, apds 6 horas de privagao de
sono diarias por 4 semanas, foi observada menor secrecdo de insulina por
falhas no ancoramento de granulos na membrana plasmatica (Zhan et al.,
2016). Também foi encontrado neste mesmo estudo reducdo dos niveis de
insulina, triacilglicerol e colesterol total plasmaticos, além da redugdo da
expressdo de mRNA de genes lipogénicos como Scd1 e Srebp1 no figado,
indicando reducado na biossintese de lipidios. Em outro estudo, a privacédo de
sono também reduziu a deposi¢cdo hepatica de triacilglicerol (da Silva et al.,

2022). Nossos resultados confirmaram a reducéo do colesterol total plasmatico,



mas nao demonstraram diferengas nos niveis de triacilglicerideos. Contudo,
observamos aumento significativo na expresséao relativa do gene Scd1. Esse
gene codifica a expressao da enzima estearoil-CoA dessaturase-1 (SCD1), que
catalisa a sintese de acidos graxos monoinsaturados pela introdugao de duplas
ligagcbes, que serao posteriormente utilizados para sintese de triacilglicerideos,
ceramidas e colesterol (Miyazaki; Ntambi, 2003). Esta supraregulagdo do gene
da Scd1 poderia explicar o motivo de ndo termos encontrado redugcdo nos

niveis de triacilglicerideo no plasma e no figado de nossos animais.

E importante destacar algumas limitagdes do nosso estudo. Primeiro, a
impossibilidade de afirmar que estes animais efetivamente dormiram menos
horas que os respectivos animais controles, considerando o ciclo polifasico dos
roedores, uma vez que eles poderiam estar repondo este sono nas 20 horas
diarias em que n&o estiveram expostos as plataformas. Segundo, o fato de
termos trabalhado com apenas um ‘endpoint’ para a analise de genes clock
inviabiliza uma compreensao mais fidedigna dos marcadores moleculares. Por
fim, ha a dificuldade de separar o que, efetivamente, é a causa dos desfechos
metabdlicos encontrados: a perturbacdo de sono per se ou as consequéncias

da ativacao do eixo HPA relacionado ao estresse.



6 CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que um protocolo mais translacional de
perturbagcdo de sono em ratos machos e fémeas causa redugdo do peso
corporal devido ao catabolismo do tecido adiposo e esta associado a
intolerancia a glicose que é transitoria em fémeas e consistente em machos.
Este estudo reforga a necessidade de atengdo a quantidade e a qualidade do

SONOo e seus riscos metabolicos.
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