x x

° XXXIll Congresso de @
,. ", Iniciac&o Cientifica da
Unicamp $

o o
.
<

Efeitos da restricao sono no desempenho fisico, responsividade a
insulina e fungcao mitocondrial hepatica em camundongos

Palavras-Chave: SHIFTWORK-1, OBESIDADE-2, DISFUNCAO MITOCONDRIAL-3

Autores(as):

AMANDA ABREU AVELINO, FCA - UNICAMP

LARISSA MOREIRA DIAS (coorientadora), FCA - UNICAMP
Prof. Dr. JOSE RODRIGO PAULI (orientador), FCA - UNICAMP

INTRODUGAO:

A obesidade é uma doenca cronica definida pelo acimulo anormal ou excessivo de gordura corporal que
representa risco a saude. Nas ultimas décadas, a obesidade tornou-se um dos mais graves problemas de saude
publica enfrentados no mundo, afetando cerca de 890 milhdes de adultos em 20227, devido a sua etiologia
multifatorial que inclui fatores comportamentais, sociais, econ6micos, culturais e genéticos e o risco elevado de
desenvolvimento de outras doencas como diabete mellitus, dislipidemia, hipertensdo e Doenca Hepatica
Gordurosa Associada a Disfun¢do Metabdlica (DHGDM)?.

O trabalho em turnos, ou shiftwork, € uma condi¢do de trabalho que envolve a execuc¢do de tarefas do
trabalho em diferentes periodos, ao longo do dia e da noite, com intuito de aumentar a produtividade. O shiftwork
(trabalho em turno invertido/noturno) tem se tornado cada vez mais frequente em diversos paises, especialmente
os desenvolvidos. No entanto, trabalhadores em turno apresentam maior risco de desenvolver sobrepeso e
obesidade em comparacdo com trabalhadores diurnos3, tornando a cronodisrup¢do um fator de risco para o
desenvolvimento de doencas crbnicas.

Portanto, compreendendo a complexidade da obesidade e dos disturbios metabdlicos e a importancia da
sua investigacdo para a promogao da salde publica mundial, o presente estudo teve como objetivo investigar os
impactos da restricdo do sono no ganho de peso, sensibilidade a insulina corporal e fungao mitocondrial hepatica,
através de um modelo experimental de Shiftwork em camundongos.

METODOLOGIA:

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6J com 8 semanas de vida vindos do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica na Area da criagdo de animais de laboratério (CEMIB) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animal (CEUA — 6414-1/2024), do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da UNICAMP — Campinas-SP. Os animais permaneceram em grupos de 4 por
gaiolas, com temperatura (22 + 2 °C) controlada, distribuidos nos seguintes grupos experimentais: Controle (CTL)
(n=7), alimentado com dieta padrao; Shiftwork (SW) (n=9), alimentado com dieta padrdo e submetido ao
protocolo de restricdo do sono. O modelo de restricdo do sono utilizado foi o método de plataforma multipla, em
gue os camundongos foram alojados em tanques de agua (49cm x 34cm x 16cm) contendo 13 plataformas (3 cm
de didametro) cada de segunda-feira a sexta-feira das 07:00 h as 19:00 h. Por esse método, os animais conseguiram
executar locomogdao e movimentagdo, de uma plataforma para outra sendo possivel manter a alimenta¢do com
dieta padrdo e ingestdo hidrica ad libitum. Assim, apds 8 semanas de Shiftwork, foi realizada a eutanasia e coleta
dos tecidos para analise.
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Os resultados foram expressos em médias + desvio padrdo médio e para realizar a comparagao entre os
dois grupos foi realizado o teste t para amostras independentes. O nivel de relevancia foi estabelecido em p<0,05.
Para as andlises estatisticas e elaboracdo dos graficos foi utilizado o software Graphpad Prism v8.0.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para anadlise de desempenho, foi realizado o teste de Hand Grip para andlise de forga. As andlises pré e
pos para cada grupo estudado revelaram aumento de desempenho para os dois grupos CTL e SW (Figura A e B).

Além disso, os dados indicaram que o grupo SW apresentou menor desempenho se comparado ao grupo CTL ao
final do experimento (Figura 1C).
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Figura 1. Efeitos da restri¢do do sono sobre o desempenho fisico de camundongos. A, Hand grip pré e pdés
intervencdo grupo CTL (n=7). B, Hand grip pré e pds protocolo de shiftwork grupo SW (n=7). C, Hand grip pré e pos
periodo experimental (CTL, n=7. SW, n=9). *, p<0,05. **, p<0,01. ****, p<0,0001.

Os dados a cerca da pesagem corporal, revelaram que o grupo SW apresentou menor peso comparado ao
grupo CTL (Figura 2A), assim como, no delta peso (Figura 2B). Quanto a ingestdo alimentar, verifica-se que essa
foi maior nos camundongos do grupo SW em relagdo aos camundongos do grupo CTL (Figura 2C), o mesmo
aconteceu para o consumo de Kcal total entre o grupo SW e CTL (Figura 2D).

Ademais, o Teste de Tolerancia a Insulina revelou curva glicémica maior para os animais do grupo SW em
relagdo aos controles (Figura 3A). Na mesma diregdo, os resultados de area sob a curva (AUC) mostrou ser maior
no grupo de animais SW do que os animais do grupo CTL (Figura 3B). Quanto a taxa constante de decaimento da
glicose (kITT), ndo houve diferenca estatistica entre os grupos estudados (Figura 3C). Em relacdo aos valores de

glicemia de jejum e de glicemia pds-prandial ndo houve diferenga significativa entre os grupos experimentais
(Figura 3D-E).
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Figura 2. Efeitos da restri¢cdo do sono sobre o peso corporal e ingestdo alimentar. A, pesagem corporal
(n=8). B, Delta peso (n=7). C, Ingestdo alimentar (n=8). D, Consumo total de Kcal por grupo (CTL, n=7. SW, n=9).
*
, p<0,05.
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Figura 3. Efeitos da restrigdo do sono sobre a homeostase glicémica de camundongos. A, Teste de Tolerdncia a Insulina
(ITT) (n=6). B, Area sobre a curva (AUC) do Teste de Tolerdncia a Insulina (n=7). C, Taxa Constante de Decaimento da Glicose

(kITT) (n=7). D, Glicemia de jejum e Pés-Prandlial (n=7). E, Glicemia de Jejum (CTL, n=7. SW, n=9). *, p<0,05.
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A partir dos resultados encontrados para analise da fungdo mitocondrial no figado, verifica-se que os
camundongos submetidos ao protocolo de restricdo do sono (SW) apresentaram respiracdo basal (Routine) e
fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) menor do que o grupo CTL. Quanto a producdo de ATP (ATP-linked respiration),
verificou-se diminuicdo na capacidade de gerar ATP no grupo SW quando comparado ao CTL. O fluxo de oxigénio
nado acoplado a producdo de ATP (Leak respiration) foi menor no grupo SW do que o CTL. Por fim, a capacidade
respiratdria mitocondrial maxima foi menor no grupo SW e ndo foram encontradas diferencas estatisticas na
capacidade respiratéria mitocondrial de reserva (Figura 4A-F).
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Figura 4. A restricGo do sono induzido pelo modelo experimental de Shiftwork prejudicou a fun¢do mitocondrial
hepdtica em camundongos. A, Routine (Respiragdo basal) (n=6). B, OXPHOS (Fosforilagtio Oxidativa) (n=6). C, ATP-Linked
Respiration (Produgdio de ATP) (n=6). D, Leak (Fluxo de oxigénio ndo acoplado a produgdo de ATP) (n=6). E, Capacidade Mdxima

(n=6). F, Capacidade de Reserva (n=6). *, p<0,05.

DISCUSSAO

Os dados encontrados revelaram que a restricdo do sono induzida nos camundongos provocou disturbios
importantes na sensibilidade a insulina e na fungdo mitocondrial hepatica. Isso demonstra, que mais estudos
devem ser conduzidos com o intuito de investigar as alteragdes decorrentes da priva¢gdo do sono (modelo de
Shiftwork) na saude metabdlica. Em nosso estudo, vimos que o desempenho no teste de Hand Grip aumentou
significativamente antes e apds o periodo experimental em ambos os grupos estudados (CTL e SW). Apesar do
grupo SW demonstrar aumento na forca de preensdo quando comparado ao periodo pré intervencdo, o grupo
CTL demonstrou desempenho fisico significativamente maior em relacdo ao SW. Estudo realizado por Hui Ouyang
e colaboradores, demonstrou que camundongos submetidos a privagdo do sono por 96h perderam massa
muscular e apresentaram forca de preensio significativamente menor em comparacdo com o Controle?.

Os dados referentes a pesagem corporal indicaram que o protocolo de restrigdo do sono nao foi capaz de
gerar ganho de peso em camundongos alimentados com dieta padrao, provavelmente isto se deve ao aumento
do gasto caldrico decorrente do método utilizado em nosso estudo, em que os animais possuem locomogao livre
entre as plataformas e passam parte do tempo pendurados seja para realizar a alimentagdo ou evitar contato com
a agua. Quanto a ingestdo alimentar, o consumo de calorias totais foi significativamente maior no grupo SW do
qgue no CTL, apesar de nao refletir em ganho de peso. Estes mesmos resultados foram descritos no estudo de
Koban e colaboradores, em que animais privados do sono através do método de plataforma multipla obtiveram
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peso corporal significativamente menores ao longo do experimento em comparagdo aos controles, apesar da
ingest3o alimentar ser significativamente maior em rela¢do aos controles®.

Verifica-se que a resposta glicEmica frente ao desafio com insulina foi diminuida nos animais do grupo SW
em relagdo aos animais do grupo CTL. Isso é um indicativo de resisténcia a insulina nos animais SW. Por outro lado,
nao ha diferenca na glicemia de jejum e glicemia pés-prandial. O valor de glicemia de jejum normal ou pés-prandial
pode ser um reflexo da maior produgao de insulina pelas células beta pancreatica dos animais SW, compensando
a resisténcia a insulina. Portanto, futuros estudos devem incluir a analise da funcao da célula beta em modelos de
privacdo do sono.

Quanto a andlise da funcao mitocondrial no tecido hepatico, verificou-se que a restricdao do sono induzida
pelo modelo experimental de Shiftwork foi capaz de causar disfungdes mitocondriais, como a diminui¢ao da
eficiéncia bioenergética, indicada pela reducdao da OXPHOS (fosforilacdo oxidativa), que avalia a funcdo da cadeia
respiratoria e a eficiéncia entre a oxidacdo e a fosforilacdo, indicando diminuicdo da eficiéncia da cadeia
transportadora de elétrons na producdo de ATP. Também demonstraram disfun¢des associadas a alteragOes
estruturais ou reducdo no numero de mitocéndrias devido a reducdo no Leak respiration que atua no complexo
mitocondrial V, essencial para a sintese de ATP. Estes achados também foram encontrados por estudos que
avaliaram a relagdo entre sono e fungdo mitocondrial, identificando padrGes diferenciais na atividade da enzima
OXPHOS e alteracdes morfoldgicas na organela®’.

CONCLUSOES:

Conclui-se que, a restricdo do sono realizada através do modelo experimental de Shiftwork aumentou o
consumo alimentar dos camundongos do grupo SW em comparacdo ao CTL sem refletir em ganho de peso, no
entanto, tal condicdo induziu prejuizo de desempenho no teste de for¢a e maior resisténcia corporal ao hormonio
insulina. Além disso, foram identificados prejuizos a fungdo mitocondrial no tecido hepatico com a reducdo da
OXPHOS que indica diminuicdo da eficiéncia bioenergética e disfuncdes associadas a alteracdes morfolégicas
como no complexo V, essencial para a sintese de ATP.
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