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INTRODUCAO:

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

Como consequéncia da SPI, o paciente apresenta diminuigdo da qualidade do sono por conta do
aumento da laténcia do sono e do nimero de despertares e diminuicdo da qualidade de vida (Allen et
al., 2005; Berger et al., 2004).

A SPI pode ser manifestada através da origem genética (Masuko et al., 2004) e alguns estudos
mostram que a SPI também pode ser manifestada através da deficiéncia de ferro cerebral (Earley et al.,
2014). Além disso, pesquisas indicam que ha uma prevaléncia elevada de SPI em pacientes que
possuem baixa disponibilidade de ferro sistémico (Allen et al., 2013; Allen & Earley, 2007). A SPI possui
uma estreita relacdo com a inflamacédo por conta do prejuizo causado no sono (privacdo de sono),
podendo levar a alteracdes em citocinas pré-inflamatérias, na glicemia e alteragcbes metabdlicas
(Yamagishi, 2003; McEwen, 2006; Wang et al., 2010; Davis et al., 2012; Hirotsu et al., 2015). Ainda ndo
esta claro o efeito da deficiéncia de ferro no metabolismo da glicose e na resposta inflamatoria, além
disso sdo poucos os estudos que abordam sobre a inflamacgédo central e a deficiéncia de ferro, além do
mais, nenhum aborda o modelo especifico da SPI.

OBJETIVO:

Analisar o perfil inflamatério no hipotalamo, sono, comportamento e niveis séricos do sangue de
um modelo animal de SPI com deficiéncia de ferro com camundongos fémeas.

METODOLOGIA:

Foram utilizados camundongos fémeas C57 com 28 dias de vida (n° 6013-1/2022), distribuidos
em dois grupos: controle (CTRL) e deficiéncia de ferro (DFe). Aos 28 dias de vida, todos os animais
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iniciaram a dieta AIN93-M, no entanto o grupo controle (CTRL) com uma concentragéo de ferro padréo
(40mg/kg) e o grupo deficiéncia de ferro (DFe) com uma concentracdo de ferro restrita (<4mg/kg). Foi
realizado o hematécrito nos animais apos 4 e 8 semanas de dieta para a caracterizacdo do modelo
experimental, previamente ja descrito na literatura (Lai et al., 2017; Woods et al., 2023). Os niveis de
glicose e os testes de tolerancia a glicose (GTT) e tolerancia a insulina (ITT) foram analisados com 8
semanas de dieta. Nas semanas 4 e 8, os animais foram submetidos ao teste de comportamento de
campo aberto (open field) para caracterizar a atividade locomotora. Com 11 semanas de dieta, 0s
animais passaram por uma cirurgia de implantacao de eletrodos para a registro e andlise do sono. Apos
7 dias de recuperacao da cirurgia de implantacdo de eletrodos, foi realizada a polissonografia (registro
do sono de 24 horas). Ao término do experimento, com aproximadamente 12 semanas de dieta, 0s
animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico seguido de decapitacdo (CFMV, 2012) e
amostras de tecidos coletadas para as analises de Western Blotting (WB) e PCR foram hipotalamo e
para o kit bioquimico foi coletado o soro.

Dieta de ferro - Ambos 0s grupos receberam dieta AIN93M (Reeves, 1997) desde os 28 dias de vida
até o final do experimento, e o mix mineral foi manipulado para a deficiéncia de ferro (<4mg/kg de ferro).
Hematocrito - Na 42 82 semana de dieta os niveis de hematdcrito foram analisados pelo sangue dos
animais (caudal). A coleta foi feita em capilares e foram centrifugadas a 3500 rpm durante 5 minutos.
Apo6s a centrifugacdo, os niveis de hematocritos sdo calculados mensurando a camada de glébulos
vermelhos em relagé@o ao conteudo total coletado.

GTT e ITT - Ainda na 82 de dieta foram realizados a glicose em jejum, e os testes de tolerancia a insulina
(ITT) e de tolerancia a glicose (GTT). Sendo assim, 0os animais foram submetidos a um jejum de 12h,
seguidas por mais 2h de alimentagdo e outro jejum de 4h para a realizagdo dos testes (Simino et al,
2020). No inicio de cada teste, foi injetado via intraperitoneal, glicose (no GTT) e insulina (no ITT), sendo
1 g/kg de glicose e 1,5 Ul/kg de insulina. O sangue foi coletado via caudal e analisado com tiras e
medidor de glicose Accu Chek nos momentos 0, 15, 30, 60, 90, 120 no GTT e nos momentos 0, 5, 10,
15,30 no ITT.

Open Field - Na 42 e 82 semana foi realizado o teste de campo aberto (Open Field) com o objetivo de
mensurar a atividade locomotora e comportamental dos animais. A caixa consiste em 60 cm de diametro,
paredes com 48 cm de altura e parte superior aberta. Cada animal permanece por 10 minutos e apenas
os 5 minutos finais sdo mensurados. Sendo assim, as varidveis analisadas foram: ambulacédo central,
ambulacao periférica, ambulacao total, rearing e grooming.

Registro do Sono - Ap6s 10 semanas, foi realizada uma cirurgia estereotaxica para implante de um
eletrodo capaz de monitorar as atividades cerebrais dos animais com o intuito de analisar o sono e suas
respectivas fases (vigilia, sono rem e sono de ondas lentas) (para mais detalhes ver Franco et al., 2021).
Também foram implantados dois condutores de sinal na pata direita traseira do animal com o objetivo
de avaliar o movimento periodo das patas e a quantidade de eventos. ApGs 7 dias de recuperacao da
cirurgia, os animais foram colocados na polissonografia para registro, e analisados o0s seguintes
parametros: tempo total de sono, eficiéncia do sono, nimero de despertares, nUmero de movimento das
patas, sono de ondas lentas, sono REM e vigilia.

Western Blotting (WB) - Os tecidos (hipotalamo) foram homogeneizados e preparados seguindo Franco
et al., (2021). As amostras foram pipetadas no gel SDS-PAGE e transferidas para uma membrada de
nitrocelulose com auxilio do Mini-Gel Bio-rad. As membranas foram incubadas com anticorpos primarios
especificos (pINK (sc6254), NFkB (sc372), TLR4 (sc30002), IKK (sc-376114) utilizando como controle
enddégeno GAPDH. Os anticorpos secundarios adequados foram utilizados e a revelacdo das
membranos foi realizada pelo fotodocumentador GeneGnomeXRQ-Syngene (quimioluminiscéncia). A
intensidade das bandas foi avaliada por densitometria pelo programa Scion Image (Scion Corporation).
Reacdo em cadeira da polimerase (PCR) — No hipotalamo, o RNA do tecido foi isolado utilizando Trisol.
As etapas detalhadas estdo descritas em Franco et al., (2021). A andlise da expressao génica foi
analisada usando o Sistema de Detec¢do de Sequéncias da empresa Applied Biosystems versao 1.7
Forma de analise dos resultados - Foram utilizados para a analise dos dados o software IBM SPSS.
A normalidade do modelo foi analisada através do teste de Shapiro. Para analise do sono, WB e PCR
foi utilizado o Test t e os dados referentes ao ITT, GTT, glicemia, peso dos animais e open field foi
utilizado o Modelo Misto Linear, com o post hoc Bonferroni quando apropriado. O nivel de significAncia
adotado foi de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Os resultados apresentados abaixo pela figura 1 séo referentes as andlises do kit bioquimico de
ferro de ferritina, transferrina e ferro sérico. Apesar da ferritina e ferro sérico ndo demonstrarem
diferencas estatisticamente significativas, houve uma reducéo significativa (p=0,0187) na transferrina do
grupo deficiéncia de ferro em relacéo ao grupo controle (Fig. 1B).
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Figura 1. (A) Andlise de ferritina, (B) transferrina e (C) ferro sérico no soro. Dados apresentados em valores individuais, médias e desvios-
padrdo, (n=4). Os dados foram analisados pelo test T (p<0,05).

Na figura 2, ndo observamos diferencas significativas para os resultados referentes aos testes
de hematdcrito, glicemia em jejum, GTT e ITT. O baixo nivel de transferrina esta intimamente ligado a
pouca quantidade de glébulos vermelhos por conta da baixa disponibilidade de ferro no organismo.
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Figura 2. (A) Andlise de hematdcrito na 4¢ semana de dieta AIN93M (4S) na e 82 semana de dieta AIN93M (8S); (B) Glicose em jejum na 4¢
semana de dieta AIN93M (4S) na e 8¢ semana de dieta AIN93M (8S); (C) teste de tolerdncia a glicose (GTT); (D) teste de tolerdncia a insulina
(ITT). Dados apresentados em valores individuais, médias e desvios-padrdo (n=10). Os dados foram analisados pelo Modelo Misto, com post
hoc Bonferroni (p<0,05).

Abaixo, na figura 3, estdo representados os resultados respetivos ao teste de campo aberto.
N&o foram observadas diferencas significativas.
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Figura 3. Teste de Open Field realizado na 42 (4S) na e 82 semana de dieta AIN93M (8S). Ambulagéo central (A), Ambulagdo periférica (B),
Ambulagdo total (C), Rearing (D) e Grooming (E). Dados apresentados em valores individuais, médias e desvio padrdo, (n=12). Os dados
foram analisados pelo Modelo Misco, com post hoc Bonferroni (p<0,05)
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Na figura 4, podemos observar diferenca estatistica no sono REM do periodo claro, com aumento
significativo no grupo de deficiéncia de ferro (p=0,0396) quando comparado ao grupo controle (Fig. 4B).
O aumento do sono REM nos animais do grupo deficiéncia de ferro pode ser considerado um rebote por
conta de uma possivel restricdo de sono (Feriante, 2023; Machado et al., 2017) mas nossos resultados
nao mostraram diferencas significativas entre os grupos no que diz respeito ao tempo de sono dos
animais.
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Figura 4. Registro do sono no periodo de 24h realizado na 11¢ semana de dieta. (A) tempo total de sono; (B) eficiéncia do sono; (C)
despertares; (D) movimento das patas; (E) sono de ondas lentas; (F) sono REM; (G) vigilia. Dados apresentados em valores individuais,
médias e desvios-padrdo (n=6). Os dados foram analisados pelo test T (p<0,05).

Os resultados apresentados abaixo pela figura 5 sao referentes ao contetdo proteico de IKK,
TLR4, JNK, AKT e NFKB. Foi observada reducéo significativa da AKT no grupo deficiéncia de ferro
(p=0,0112) em comparacdo ao controle (Fig. 5D), porém, nas proteinas inflamatérias ndo foram
observadas nenhuma diferenca estatistica. A reducdo da AKT pode interferir no sinal insulinico e
consequentemente na captacdo de glicose pela via da insulina (Yan et al., 2018), no entanto nossos
resultados de glicemia ndo mostraram diferengas entre 0s grupos.
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Figura 5. Quantificagéo do conteudo proteico (western blotting). (A) IKK/Tubulina; (B) TLR4/Tubulina; (C) INK/Tubulina; (D) AKT/Tubulina;
(E)NFKB-Tubulina. Dados apresentados em valores individuais, médias e desvios-padrédo (n=4). Os dados foram analisados pelo test T
(p<0,05).

Nos experimentos relacionados a reagdo em cadeia da polimerase (figura 6), ndo foram
observados resultados com diferengas significativas.
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desvios-padrdo (n=4-6). Os dados foram analisados pelo test T (p<0,05).

CONCLUSOES:

Foram encontrados resultados de aumento de sono REM, e reducédo de AKT e transferrina no
grupo deficiéncia de ferro comparado ao controle. Embora tenhamos encontrado diferenga em relagéo
a AKT, nosso objetivo era investigar as proteinas inflamatorias como NFKB, TNF-a, IKK e JNK e se
poderia haver alteracdo no hipotdlamo, no entanto nao foram apresentadas diferengas entre 0s grupos.
No que se refere ao sono, em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo, foi demonstrado em
camundongos machos com deficiéncia de ferro para a sindrome das pernas inquietas reducdo da
eficiéncia do sono, aumento do movimento das patas, diminuicdo do sono REM, e diminuicdo do sono
de ondas lentas. Os proximos passos estdo relacionados a entender essas diferencas entre 0 modelo
de deficiéncia de ferro para a SPlI em camundongos fémeas e machos.
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