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RESUMO

A restricdo alimentar (RA) é caracterizada pela reducdo da quantidade total de
alimento ingerido, e tem sido utilizada espontaneamente por muitos individuos para
aumentar a expectativa de vida. Embora a diversidade de beneficios provocados pela
baixa ingestdo caldrica tenha sido muito estudada, as consequéncias da RA no
padrdo de sono e na resposta sexual em modelos animais ainda permanecem como
uma area pouco estudada. Por outro lado, a privacdo de sono, uma condi¢cdo cada
vez mais prevalente na nossa sociedade, resulta em efeitos adversos ao organismo,
exceto pela acdo antidepressiva e por aumentar os reflexos genitais em ratos. Nesse
sentido, o objetivo do presente estudo foi analisar a arquitetura de sono (Artigo 1),
avaliar os reflexos genitais (Artigo 2), e por fim, o comportamento sexual e o perfil
hormonal (Artigo 3) em ratos submetidos a RA. A partir do desmame, ratos machos
Wistar foram distribuidos em 2 grupos: a) mantido com racgéo ad libitum (AD), e b)
submetidos a RA (6 gramas diarias de racdo/animal). Essa quantidade de racao foi
aumentada em lg/semana até totalizar 15g na idade adulta. Para realizacdo dos
experimentos referentes ao Artigo 1, foram implantados eletrodos para registro de
sono (72 horas). Quanto ao padrédo de sono, a RA acarretou marcantes alteracdes na
distribuicdo do ciclo vigilia-sono em virtude do aumento do tempo de sono durante o
periodo escuro e diminuicdo durante a fase clara, efeito oposto ao padrdo normal
apresentado por esses animais. Para os experimentos referente ao Artigo 2, os
animais foram submetidos a privacdo de sono paradoxal (PSP) pelo método da
plataforma mudltipla durante 96 horas e desafiados com administracdo aguda de
salina ou cocaina antes da avaliacdo dos reflexos genitais. Verificou-se que o0s
animais submetidos a RA crbnica e posteriormente a PSP ndo apresentaram um
aumento de reflexos genitais mesmo quando desafiados com cocaina. Para o0s
experimentos de comportamento sexual (Artigo 3), os animais também foram
submetidos a PSP ou mantidos em gaiolas de moradia. Foi observada uma
diminuicdo da motivacdo e do desempenho sexual em ambos os grupos PSP (RA e
AD) comparados ao grupo CTRL. No entanto, a RA minimizou os efeitos da PSP,
uma vez que somente o grupo RA-PSP nado apresentou uma diminuicdo do nimero
de ejaculacdes. Em relacdo as dosagens hormonais observamos que ambos 0s
grupos submetidos a PSP tiveram as concentracdes de testosterona diminuidas em
relacdo aos respectivos grupos controles, enquanto que a progesterona apresentou
um aumento significativo somente no grupo RA-PSP em relacdo ao grupo RA-CTRL.
Nossos resultados demonstram que a RA acarretou marcantes alteragcbes na
distribuicdo do ciclo vigilia-sono, e que embora a RA promova efeitos positivo como
de aumentar a longevidade, quando associada a uma situacdo de falta de sono
diminui a resposta sexual.
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ABSTRACT

Food restriction (FR) can be characterized by the reduction of total food intake and
has been exercised by many as a means to increase life span. Although the plethora
of benefits that low calorie ingestion promotes has been thoroughly examined, the
consequences of FR on the sleep pattern and in sexual response in animal models
remain to be investigated. It is fact that sleep derivation leads to adverse physiological
effects, among which are anti-depressive action and increase of genital reflexes in
rats. Thus, the current investigation purported to examine the sleep architecture
(Article 1), assess genital reflexes (Article 2), and lastly, observe the sexual behavior
and hormonal profile (Article 3) of rats submitted to FR. Once weaned, male Wistar
rats were distributed into 2 groups: a) kept with chow ad libitum (AD), and b) those
submitted to FR (6 grams of chow daily). The amount of chow was increased 1g/week
up to 15g in adulthood. For the experiments described in Article 1, electrodes were
implanted for sleep recording (72h). In regards to the sleep pattern, FR led to marked
alterations in the distribution of the sleep/wake cycle because of the longer period of
sleep in the dark period and reduction of sleep in the light period, a scenario opposite
to the normal pattern in these animals. For the experiments of Article 2 the animals
were submitted to paradoxical sleep deprivation (PSD) by the multiple platform
method for 96h and challenged with acute administration of saline solution or cocaine
prior to the assessment of genital reflexes. It was found that the chronic FR animals
that underwent PSD did not present increase of genital reflexes not even when
challenged with cocaine. For the sexual behavioral studies (Article 3) the animals
were also submitted to PSD or kept in home cages. A decrease in motivation and
sexual performance was observed in both groups (FR and AD) when compared to
controls. However, FR minimized the PSD effects as it was only the FR-PSD group
that did not present reduction in the number of ejaculations. As for hormonal
concentrations it was verified that both groups submitted to PSD had their
testosterone concentrations reduced in relation to their respective controls, while
progesterone increased significantly only in the FR-PSD group when compared to the
FR-CTRL group. Our results show that FR led to marked alterations in the distribution
of the sleep/wake cycle and that although FR does promote positive effects like longer
lifespan, it reduces sexual response when associated to shortage of sleep.
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1. INTRODUCAO



1.1. Restricdo Alimentar

A restricdo alimentar (RA) é descrita como uma forma de aumentar a
expectativa de vida em diversos organismos, incluindo mamiferos (Partridge et al.,
2004). A RA é caracterizada pela reducdo da quantidade total de alimento ingerida
por dia. Em 1935, McCay e colaboradores relataram que a expectativa de vida em
ratos pode ser aumentada em 80% se a RA comecar a partir do desmame. Efeitos
similares também foram observados em camundongos, 0s quais apresentam
aumento da longevidade e tém menos doencas associadas ao envelhecimento
(Weindruch e Sohal, 1997). Overton e Williams (2004) demonstraram que a RA em
roedores é uma potente forma de ativar o sistema nervoso simpatico que por sua
vez promove reducdo do metabolismo e consequientemente, resulta em um maior
tempo de vida. Demonstrou-se ainda que primatas ndo-humanos tém menor risco de
desenvolver doencas neurodegenerativas, como por exemplo, doenca de Alzheimer,
Parkinson e Huntington (Weindruch e Sohal, 1997; Duan e Mattson, 1999; Lee et al.,
2000) quando submetidos a RA. Especula-se que isso possa ocorrer devido ao
aumento da resisténcia neuronal provocada pela RA (Mattson, 2000). Em seres
humanos, a reducéo de calorias na dieta pode ocasionar em aumento de dois a trés
anos na expectativa de vida (Grey, 2005).

A diversidade de beneficios provocados pela baixa ingestdo caldrica
tem sido muito estudada. A RA muitas vezes estd associada a alteracdes
imunoldgicas, neuroenddcrinas e diminuicdo no metabolismo, que atuam no
mecanismo de conservacgao de energia por meio do baixo consumo de oxigénio (Luz
et al., 1995; Santos-Pinto et al., 2001), ou denominado de adaptagdo mitocondrial
(Johnson et al., 2006). Em 2000, foi relatado por Lee e colaboradores que curtos

periodos de RA podem acarretar aumento da neurogénese em camundongos e



ratos, e também, durante o envelhecimento, preservar os niveis de serotonina e
dopamina, que podem ser correlacionados com a diminuicdo na incidéncia de
doencas neurodegenerativas (Duan e Mattson, 1999).

Dentre as diversas alteracfes descritas em ratos submetidos a RA,
Mouret e colaboradores (1971) e Roky e colaboradores (1999) demonstraram que a
RA pode ocasionar alteracdo na distribuicdo do ciclo vigilia-sono em ratos em virtude
do aumento do sono de ondas lentas e do sono paradoxal durante o periodo escuro
e diminuicdo durante a fase clara, efeito oposto ao padrdo normal, uma vez que por
serem animais de habitos noturnos, a vigilia predomina a noite e o0 sono durante o
dia (Timo-laria et al., 1970; Andersen et al., 2001). O rato dorme cerca de 62% do
periodo diurno e 33% durante o periodo noturno, se bem que na maior parte deste
ele permaneca comendo, explorando o ambiente, interagindo com outros ratos,
procriando e formando o ninho.

Uma série de comportamentos também pode sofrer influéncia da RA.
Ratos submetidos a essa condicdo demonstraram um maior tempo de permanéncia
nos bracos abertos em testes de labirinto em cruz elevado, sugerindo menor
ansiedade (Inoue et al., 2004). Também foi observado, que a restricao caldrica em
dias alternados durante dois a quatro meses, promove maior resisténcia de
neurbnios hipocampais que pode ser relacionado com a preservacdao do
aprendizado e memoria em teste de labirinto aquatico (Bruce-Keller et al., 1999).
Além disso, a RA promove diversas alteracbes no comportamento sexual
acarretando retardo na fase de puberdade, diminuicdo da motivacdo sexual e da
atividade copulatoria desses animais (Larsson, 1962; Herberg, 1963; Sachs e

Marsan, 1972; Santos et al., 2004).



A RA também tem um importante papel de protetor contra o estresse.
Mattson e colaboradores (2003) relataram que quando ha um aporte caldrico
escasso, as células sao submetidas a um estresse energético que pode produzir
mudancas na expressdo de genes resultando em mudancas adaptativas no
metabolismo celular, aumentando assim a resisténcia ao estresse do organismo. A
resisténcia celular e molecular acarretada pela RA ainda nédo esta bem esclarecida,
mas acredita-se que alguns mecanismos, como a reducdo da producdo de
oxiradicais e expressdo de proteinas de estresse mitocondrial possam estar

envolvidos (Mattson, 2000).

1.1.1. Horménios relacionados a restricdo alimentar

Alguns mecanismos hormonais estdo diretamente ligados com a
ingestado de alimentos, sinalizando a necessidade de ingerir alimentos (grelina) ou
relacionados com a saciedade, provocando reducdo na ingestdo de alimentos
(leptina).

O nucleo arqgueado do hipotalamo € o maior sitio regulador da ingestao
alimentar e do peso corporal, contendo neurbnios orexigenos e anorexigenos. Os
neurdnios orexigenos liberam o neuropepitideo Y (NPY) e a proteina relacionadas-
agouti (AgRP). A grelina estimula a liberacdo desses peptideos que séo potentes
estimuladores do apetite (Kojima et al., 1999).

As concentracbes plasmaticas de grelina sado baixas em sujeitos
obesos quando comparados com sujeitos magros, enquanto que individuos com
dieta de baixo teor calorico, ou com anorexia nervosa apresentam niveis elevados
(Tschop et al., 2000). As causas dessas diferencas ainda ndo sao conhecidas. No

entanto, especula-se que a grelina pode ser um fator orexigeno que contribui



acentuadamente para o apetite voraz e, conseqiientemente, a obesidade vista nessa
sindrome (Cummings et al., 2002).

A acao da leptina ocorre a partir da ativacdo de receptores especificos
presentes nos oOrgaos alvos. Existem dois tipos de receptores para a leptina, o
ODbRDb, de cadeia longa (maior quantidade de aminoacidos), com maior expressao no
hipotalamo, e os receptores de cadeia curta (menor quantidade de aminoacidos)
ObRa, encontrados em outros 0rgaos como 0 pancreas, e mais especificamente nas
células a e d das ilhotas de Langerhans (Janeckova, 2001).

A expressao da leptina € controlada por diversas substancias, como a
insulina, os glicocorticoides e as citocinas pro-inflamatorias. Estados infecciosos e as
endotoxinas também podem elevar a concentracdo plasmatica de leptina (Nova et
al., 2002). Inversamente, a testosterona, a exposicdo ao frio e as catecolaminas
reduzem a sintese de leptina (Goumenou et al., 2003). Situacdes de estresse
impostas ao corpo, como jejum prolongado e exercicios fisicos intensos, provocam a
diminuicdo das concentracdes circulantes de leptina (Kolaczynski et al., 1996),
indicando, desta maneira, a atuacdo do sistema nervoso central na inibicdo da
liberacdo de leptina pelos adipdcitos.

O NPY e a AgRP sado de grande importancia no sistema orexigeno,
promovendo aumento da ingestdo alimentar, diminuicdo do gasto energético e
aumento da lipogénese em animais. A reducdo das concentracdoes de leptina e
insulina ativam os neurdnios produtores de NPY e AgRP no nudcleo arqueado do
hipotalamo (Rijke et al., 2005). Assim, a expressdao dos RNAmM desses
neuropeptidios se encontram aumentados durante um a sete dia apdés RA em

camundongos (Hahn et al., 1998) e em ratos (Brady et al., 1990).



Além da leptina, a insulina também informa a adequacé&o das reservas
energéticas ao hipotalamo. Esses dois horménios sdo importantes para o controle do
peso corporal de longo prazo (Schwarts et al., 2000). Em relacdo ao controle
alimentar de curto prazo, além da colecistocinina (CCK), outras substancias
pertencentes a este sistema foram estudadas como, por exemplo, o peptideo YY
(PYY), um inibidor do apetite (Marx, 2003).

O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) € um dos sistemas que
também pode ser afetado pela RA. Garcia-Belenguer e colaboradores (1993)
demonstraram que as concentracdes de corticosterona estavam aumentadas em
ratos apos quatro semanas de RA a 50%, e ainda, que esses niveis permanecem
elevados ao longo do dia. Outro eixo que também pode sofrer influéncia dessa RA &
0 eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide (HPT), diminuindo a secrecdo hipofisaria do
horménio tireoestimulante (TSH) e as concentracdes séricas do hormonio da tiredide
(Armario et al., 1980; Herlihy et al., 1990). Alguns horménios secretados pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-gonadal (HPG) também se encontram alterados, como por
exemplo, a reducdo do hormdnio luteinizante (LH) e horménio de crescimento (GH)
(Armario et al., 1980; Leonhardt et al., 1999). Ainda relacionado com o eixo HPG,
Sirotkin e colaboradores (2008) demonstraram que a administracdo crbnica de
leptina em ratos restritos de comida em 50% foi capaz de aumentar as
concentracbes de testosterona plasmatica quando comparadas com animais que

tiveram comida ad libitum.

1.1.2. Restricdo alimentar e comportamento sexual
A RA também promove diversas alteracdes no comportamento sexual

(CS). Alguns estudos demonstram que a RA acarreta diminuicdo da motivagao



sexual (Olds,1958; Herberg, 1963). Na década de 60, Sachs (1965) demonstrou que
ratos restritos de comida por um periodo de até nove dias apresentam aumento da
laténcia para iniciar a copula e ainda, quando esse periodo é prolongado até 29 dias
0s machos ndo apresentam intromissdes e ejaculacdes. No entanto, os efeitos da

RA na reposta sexual ainda sao pouco estudados na literatura.

1.2. Comportamento Sexual

Por muito tempo, o estudo do CS teve foco principal sobre os
mecanismos de regulacdo hormonal, assim como regides neuroanatdmicas que
participavam desse controle como, por exemplo, o papel que desempenha a area
pré-optica medial em machos (Davidson, 1966).

Na década de 1970 iniciaram-se as investigacdes relacionando os
hormbnios  esterdides gonadais com as atividades funcionais dos
neurotransmissores cerebrais. Nesse sentido, observou-se que o desempenho do
CS poderia ser aumentado ou diminuido de acordo com a maior ou menor liberacao
de alguns neurotransmissores (McEwen, 1979, 1981). Além disso, a experiéncia
comportamental em ratos pode produzir uma série de efeitos envolvendo alteragbes
hormonais que podem favorecer a resposta do CS de forma mais acentuada. Manzo
e colaboradores (2002) relataram que ratos sexualmente experientes apresentam
concentracdes de testosterona mais elevadas quando comparado aos ratos naives.

O uso de modelos animais € de grande importancia para elucidar os
possiveis mecanismos que estdo envolvidos no CS. Em especial, o rato de
laboratorio € o modelo animal mais utilizado para avaliar a interacdo dos estudos
neuroenddocrinos com o CS, ndo somente pela facilidade de manipulacdo, mas
também pela identificagdo bem estabelecida do seu padréo sexual (Rodriguez et al.,

no prelo).



INTRODUCAO

O CS é caracterizado por comportamentos de montas, sem ou com
insercao vaginal, apresentada de 30 a 120 segundos, culminando na ejaculagédo. A
fémea responde a cada movimento do macho com uma lordose, caracterizada pela
dorso flexdo, elevacao da regido pélvica e deflexdo da cauda para o lado, para
melhor acesso do macho a vagina.

A monta é caracterizada pela presenca de movimentos pélvicos do
macho, porém sem insercéo do pénis na vagina da fémea (Figura 1A). Por sua vez,
a intromissao (montas com insercao vaginal) se diferencia da monta sem penetracao
por apresentar movimentos pélvicos profundos, seguido de uma desmonta mais
bruta. Geralmente o macho consegue fazer a penetracao vaginal em 50 a 80% das
montas (Figura 1B). Finalmente, a ejaculacdo, caracteriza-se por movimento pélvico
profundo (com emissédo do liquido seminal dentro da vagina), seguido de movimento
lateral da pata anterior e uma desmonta lenta. Ocorre depois de 6 a 12 intromissoes,
seguida de um periodo refratario de 4 a 8 minutos (no qual 0 macho nao apresenta

nenhuma atividade copulatéria) (Figura 1C).

FIGURA 1: Representagdo dos padrdes de comportamento sexual. (A) Monta; (B)

Intromisséo; (C) Ejaculagédo. Fonte: Manzo e colaboradores (2002).




A atividade copulatéria do macho também envolve a interacéo de trés
outros fatores: o componente motor que define a coordenacdo dos musculos que
participam durante a monta e a execucdo de movimentos pélvicos ritmicos e
alternados; um componente genital externo que inclui respostas vasculares e
musculares que determinam a erecdo e a insercado peniana intravaginal, e o
componente genital interno que envolve a atividade secretora e contractil dos

diversos 6rgdos que participam na emissao do liquido seminal.

1.2.1 Regulacdo hormonal do comportamento sexual em machos

Existem inumeros estudos que demonstram a influéncia dos fatores
hormonais que determinam a expressdo global da atividade copulatéria. A
expressao do CS em mamiferos € modulada por acdo de andrégenos, de modo que
se alterar as concentracdes desses hormoénios circulantes € possivel observar
mudancas neste comportamento.

A testosterona € um dos principais hormdnios no CS masculino. E
secretada pelas células de Leydig nos testiculos e metabolizada em estradiol (Ez)
durante a aromatase, ou dihidrotestosterona (DHT) durante a 5a-redutase. A
testosterona plasmética é indetectavel apdés 24 horas de castracdo (Krey e
McGinnis, 1990), enquanto a atividade copulatoria diminui gradualmente durante
dias ou semanas (Cross e Roseli, 1999). Ratos machos adultos estressados durante
a fase pré-natal apresentam diminuicdo de testosterona e consequentemente,
reducdo da atividade copulatéria (Gerardin et. al., 2005). No entanto, Pereira e
colaboradores (2008) demonstraram que a administracdo neonatal de testosterona
foi capaz de inibir as alteragbes no CS durante a idade adulta, provocado pelo

estresse pré-natal.



A progesterona por mais que ndo tenha sido relacionada com o CS
masculino, alguns estudos recentes tém apontado uma importante participacao
desse hormdnio na motivacdo sexual em ratos machos (para revisdo ver Andersen e
Tufik, 2006). Andersen e colaboradores (2004a, 2005a, 2006a, 2007) publicaram
uma série de artigos documentando a relacdo da progesterona com o aumento de
reflexos genitais, um dos componentes do CS, mas especificamente o aumento de
progesterona associado com a ocorréncia de erecbes e ejaculacbes em ratos
submetidos a privacdo de sono paradoxal.

Além do envolvimento hormonal, podemos observar alteracées no CS
produzidos por diferentes drogas que atingem o sistema nervoso central (SNC) e

consequentemente aumentam ou diminuem a liberacdo de neurotransmissores.

TABELA 1: Efeitos da administracéo sistémica de drogas no comportamento sexual de ratos.

Drogas que alteram os Efeito sobre o Referéncias Observacées
neurotransmissores comportamento
sexual

Dopaminérgico

agonista + (Malmms, 1976; Mas et al., A administracdo de
1995; Scaletta e Hull, 1990) agonistas dopamina a
antagonista - (Agmo e Picker, 1990; curto e longo prazo
Ahlenius e Larsson, 1990; também facilita
Lopez e Ettenberg, atividade copulatéria

2000;2001;2002; Malmnas,
1976; Scaletta e Hull, 1990)
Noradrenérgico

agonista + (Clark et al., 1984; Clark et  Embora drogas
al., 1985; Rodriguez- noradrenérgica
Manzo, 1999; Smith et al., tenham atividade

antagonista - 1987) facilitatoria do
(Clark e Smith, 1990) comportamento

sexual, niveis
periféricos elevados
de NA inibem
erecdes através da
vasoconstricdo das
artérias penianas




INTRODUCAO

Acetilcolinérgico
agonista (sistémico) - (Maeda et al., 1990; Administracao de
antagonista (sistémico) - Zarrindast et al., 1994) agonistas
muscarinicos pode
facilitar erecdes e
ejaculagbes, embora
resultados
contraditérios tenham
sido relatados. Esses
efeitos podem ser em
parte, mediados por
influéncia periférica
no musculo peniano
e/ou sistema nervoso
parasimpético
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Gabaérgico

agonista - (Agmo e Paredes, 1985; Independente da via
Fernandez-Guasti et al., de administracéo, os
1986; Rodrigues-Alves; et.  agonistas
al., 2008) gabaérgicos
diminuem
comportamento de
copula
antagonista -/+ (Agmo e Paredes, 1985;
Fernandez-Guasti et al., A administracdo
1985,1986; Ferrari e Bagio, sistémica de
1985) antagonistas

gabaérgicos nao
apresenta nenhuma
alteracao significativa
no comportamento
sexual, enquanto que
administragdo na
area pré-optica
medial (MPOA) faz
com que um maior
ndmero de ratos

castrados
apresentem
comportamento de
copula
Oxido Nitrico
agonista + (Benelli et al., 1995; Ferrari  Embora 6xido nitrico
et al., 2002; Giuliano et al.,  seja o maior
2003) facilitador do sistema
antagonista - (Benelli et al., 1995; Bialy et parasimpatico
al., 1996; Hull et al., 1994; mediando erecodes,
Moses and Hull, 1999) ele também pode

inibir a mediacao
simpatética da
emissdo do liquido
seminal e ejaculacdo

Fonte: Bitran e Hull (1987) e Hull e Dominguez (2007).

1.3. Sono
Com o advento do registro eletroencefalografico (EEG) por Hans
Berger em 1929 e com a descricdo de distintos padrbées EEG presentes durante o

sono por Davis e colaboradores (1937), tornou-se evidente a relacdo entre a



fenomenologia do sono e os potenciais elétricos do sistema nervoso. Em 1953,
Aserinsky e Kleitman descreveram a ocorréncia ciclica de movimentos oculares
rapidos durante o sono associada ao aumento da atividade cortical. No entanto, em
1957, Dement e Kleitman demonstraram que a atividade ocular ocorria
simultaneamente a fase dessincronizada do sono e estava relacionada com o
contetdo dos sonhos, no ser humano, e, por isso, utilizaram a denominacdo de
“sono de movimentos oculares rapidos” (REM, do inglés rapid eye movement). O
sono REM, por seu padrdo do EEG analogo ao da vigilia, porém associado a
acentuada diminuicdo do tdnus muscular, foi denominado de sono paradoxal  por
Jouvet e Michel em 1959 (para revisdo ver Datta e MacLean, 2007).

Em mamiferos, o sono e a vigilia representam dois estados fisiol0gicos
normalmente definidos por meio de métodos eletroencefalograficos. Ambos os
processos, circadiano e homeostéatico sdo conhecidos por regular o ciclo entre esses
dois estados (Borbély, 1982).

As investigacdes sobre o ciclo vigilia-sono do rato demandam do
registro de potenciais eletrofisiol6gicos corticais e subcorticais. O registro grafico das
oscilacbes dos potenciais elétricos do sistema nervoso denomina-se genericamente
de oscilograma. Sua forma mais conhecida é o eletrencefalograma (EEG), obtido em
animais, implantando-se elétrodos diretamente sobre a superficie cortical

(Eletrocorticograma - ECoG) ou no interior do encéfalo.

O ciclo vigilia-sono em roedores é classificado em trés estagios:

" Adotamos a denominacado de sono de ondas lentas e sono paradoxal para referir aos estagios de
sono em ratos, e sono NREM e REM como referéncias em seres humanos.



Vigilia: é caracterizada por apresentar tracado dessincronizado, de alta
freqUiéncia (>25Hz) e amplitude baixa (<50uV), podendo aparecer o ritmo theta (5 —
8Hz) e quando o canal de eletromiograma (EMG) apresenta um tracado de alta
amplitude (>40uV).

Sono de ondas lentas (SOL): caracteriza-se pela presenca de uma
maior amplitude da onda nos dois canais corticais (>50uV) e diminuicdo na
freqUéncia de onda (<25Hz), e 0 EMG apresenta uma amplitude mais reduzida (20 a
50uV).

Sono paradoxal (SP): podemos caracterizar quando o primeiro canal
cortical demonstrar uma reducao na amplitude (<50uV) e aumento na freqiéncia de
onda (>40Hz), o segundo canal cortical apresentar um padrdao de onda de ritmo
theta (5 a 8Hz) praticamente monotonico e o EMG se mostrar com a amplitude
quase nula (<20uV) (Timo-laria et al., 1970; Bergmann et al., 1988; Andersen et al.,

2001).

1.3.1 Sono e regulacdo hormonal

O sono exerce um efeito modulatério importante na maioria dos
componentes do sistema enddcrino. O impacto do sono na funcdo enddécrina e no
metabolismo tem sido estudado extensivamente tanto em humanos e roedores.

Desde a década de 60, pesquisadores tém demonstrado a relacéo
entre o GH e o0 sono. Foi observado que a concentracdo plasmatica de GH atinge
seu pico 90 minutos apds o inicio do sono em individuos saudaveis, e esse aumento
se manteve por aproximadamente 1,5 a 2,5 horas. Esse pico estad diretamente

relacionado com a fase do sono de ondas lentas (estagios 3 e 4 do sono NREM)



(Takahashi et al., 1968). Embora diversos estudos observem a relacdo desse
horménio com o sono, este mecanismo, todavia ainda ndo esta bem esclarecido.

Os glicocorticoides também apresentam oscilacbes durante o ciclo
vigilia-sono. Estudos demonstraram que a liberacdo de cortisol normalmente atinge
os valores maximos nas primeiras horas da manha (das 4 as 8 horas), declinando
durante o dia até apresentar as menores concentra¢cdes no inicio do sono (Salgado-
Delgado et al., 2008). Essas alteragbes também podem ser observadas em
roedores, porém as concentracdes de corticosterona se encontram aumentadas no
inicio do periodo escuro, em que predomina a atividade desses animais (Shadab et
al., 2008).

Também podemos observar essa relacdo da liberacdo de hormdnios
durante as fases do sono com o0s hormdnios gonadais. Um exemplo desse
mecanismo € a oscilagdo da testosterona que ocorre durante o sono. As
concentracdes plasmaticas de testosterona em homens séo baixas no inicio do sono
e apresentam niveis maximos nas primeiras horas da manha (Evans et al., 1971;
Lejeune-Lenain et al., 1987), sugerindo que outros fatores, além do LH, controlam o
ritmo de secrecdo da testosterona. O aumento noturno da testosterona parece ser
relacionado com a laténcia para o primeiro episédio de sono REM (para revisao ver
Andersen e Tufik, 2008).

A progesterona esta presente em um amplo espectro de atividade
biologica dentro de uma variedade de tecidos. Este horménio pode influenciar
diversos comportamentos, como por exemplo, reprodugdo, humor, apetite,
aprendizagem, memodria, atividade sexual e ainda, a qualidade do sono e a
respiracdo. A progesterona produz um efeito hipnético/indutor de sono e é um

potente estimulante para atividade respiratoria que em homens e, tem sido



associada a uma diminuicdo do numero de episddios de apnéias centrais e
obstrutiva do sono (para revisédo ver Andersen et al., 2006).

Os horménios gonadotrépicos como o hormdnio foliculoestimulante
(FSH), sdo responsaveis pelo inicio da espermatogénese, enquanto que o LH € o
estimulo primordial para a secrecdo da testosterona. Ainda nao estdo
completamente elucidados 0os mecanismos exatos entre esses dois hormonios e 0
sono, fato este atribuido a limitag6es na sensibilidade dos ensaios de mensuracao e
0 padrao secretdrio pulsatil da gonadotropina circulante. Alguns estudos tém descrito
0 aumento das concentracdes gonadotropicas durante o sono em adolescentes de
ambos os géneros (Boyar et al., 1972, 1974; Fevre et al., 1978). Tanto LH como o
FSH apresentam atividades pulsateis durante a noite sem nenhuma relagcdo com a
secrecdo de testosterona. Durante 0 sono nos primeiros estagios da adolescéncia,
no entanto, h4& um marcante aumento da concentracdo plasmética de LH em
contraste com a testosterona e prolactina (Boyar et al., 1972). LH e FSH néo
apresentam um ritmo circadiano distinto, e em homens adultos, podem n&o haver

variacdes entre o dia e a noite.

1.4. Privacao de Sono

A necessidade diaria de sono do homem moderno tem sido alvo de
muitos estudos. Historicamente, o tempo de sono ocupou um tergco de nossas vidas.
No entanto, atualmente, o periodo de sono tem-se reduzido em funcdo das
atividades contemporaneas. Em consequéncia do cenario econémico, a populacéo é
induzida a prolongar a jornada de trabalho. Além disso, a exposicao a luz artificial

ampliou o periodo das atividades de lazer, prolongando a vigilia. Essas questfes



socioeconOmicas e culturais conduzem a uma reducao significativa no tempo de
sono.

No modo de vida atual, a maior parte da privacdo do sono ocorre na
fase SP/REM, na segunda metade da noite. Assim, muitos investigadores
desenvolveram e empregam diferentes metodologias na reducéo ou abolicdo do SP;
portanto, muitos dos estudos sobre a privagcédo de sono enfocam a privacao de sono
paradoxal (PSP).

A privacdo de sono é uma preocupacdo social relevante devido as
importantes implicacdes no desempenho individual e na saude, como por exemplo,
aumento das concentracdes de cortisol e da atividade simpética, aumento da
concentracdo de marcadores inflamatérios (Spiegel et al., 1999), além de alteracdes
hormonais e neuroquimicas (Tasali et al., 2008).

Uma vez que cada sistema organico possui um papel distinto e critico
na adaptacdo de mudancas ambientais continuas e desafiadoras, torna-se
fundamental a conducéo de estudos visando investigar a maneira pela qual esses
sistemas séo afetados pela perda do sono. De fato, a privacdo de sono em homens
e animais provoca diversas alteracfes, assim como aspectos negativos sobre o
desempenho psicomotor e cognitivo, variagcbes de humor, disfungcdes metabdlicas,
parametros comportamentais e avaliacbes cerebrais (Vogel, 1975; Suchecki et al.,
2003; Silva et al., 2004; Frussa-Filho et al., 2004; Hipdlide et al., 2005; Antunes et
al., 2006; Araujo et al., 2006; Allard et al., 2007; Guzman-Marin et al., 2007; Jhaveri
et al., 2007; Perry et al., 2007; Beneditte et al., 2008; Martins et al., 2008; Tasali et
al., 2008; Alvarenga et al., 2008) ou aspectos positivos como o efeito antidepressivo
(Giedke e Schwarzler 2002; Benedetti et al., 2007) e facilitario dos reflexos genitais

(Andersen et al., 2005a, 2006a, 2007).



1.4.1 Privagéo de sono paradoxal e horménios

Estudos relacionando modelos animais de PSP em ratos com o0s
hormonios foram iniciados na década de 1980 com o grupo de Velazquez-Moctezuma
enfocando principalmente os hormonios gonadais. Para isso, ratos machos
gonadectomizados foram submetidos a PSP durante 120 horas e sua resposta sexual
hetero e homotipica ao benzoato de estradiol foi testada, uma vez que a PSP facilita a
indugdo do comportamento de lordose em fémeas tratadas com esse hormonio
(Velazquez-Moctezuma et al., 1984). Esse estudo foi também baseado no fato de que
0 propionato de testosterona e a progesterona podem desencadear resposta sexual
feminina em machos (Davidson e Levine, 1969; Sodersten e Larsson, 1975). Assim, a
conversado da testosterona em estradiol poderia apresentar um papel importante na
inducdo do comportamento de lordose em ratos machos (Beyer et al., 1976), uma vez
que € documentado que condicbes de estresse alteram a atividade da aromatase no
hipotalamo (Farabollini et al., 1978). Os resultados desses testes demonstraram que a
PSP por si s6 ndo produz a resposta de lordose, contudo, um efeito marcantemente
positivo foi visto apds o tratamento com estrégeno sobre o CS feminino comparado
com grupos nao privados de sono (Canchola et al., 1986).

Além dos horménios gonadais, outros horménios também sofrem
alteracoes decorrente da PSP em voluntarios saudaveis. A Figura 2 ilustra o perfil dos
hormonios analisados durante o sono noturno, periodo de privacdo de sono, e a

recuperacgdo no dia subsequiente em humanos jovens/ saudaveis.
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FIGURA 2 — Perfil hormonal do horménio de crescimento (GH), cortisol, hormdnio
tireoestimulante (TSH) e prolactina (PRL) de 8 homens adultos jovens durante o sono
noturno, 28 horas de privacdo de sono e 8 horas de sono diurno. Os dados sé&o
representados em média e erro-padréo. Fonte: modificado de Van Cauter et al., (1991); Van
Cauter e Spiegel, (1999).

Em animais também foi demonstrado alteragdes no sistema enddcrino
decorrentes da PSP, assim como diminui¢cdo de leptina e aumento de grelina apos
cinco dias de PSP pelo método do disco giratério (Everson e Crowley, 2004). Os
hormdnios gonadais também sofrem influéncia da PSP. Andersen e colaboradores
(2003, 2004a, 2005b, 2006a, 2007) demonstraram que a testosterona diminuiu apés
um periodo de 96 horas de PSP pelo método da plataforma mudltipla e houve um
aumento de progesterona apds o mesmo periodo de PSP em ratos naives. Os

glicocorticéides relacionados a condicdo de estresse também se encontram alterados



apos um periodo de privacdo de sono. Quatro dias de PSP sdo capazes de promover
aumento de corticosterona e do horménio adocorticotropico (ACTH) (Suchecki et al.,
2002; Andersen et al., 2003, 2004ab, 2005b; Zager et al., 2007).

Além da regulacdo hormonal, a PSP também exerce uma forte influéncia
Nnos neurotransmissores como representado a seguir através da variagdo dos

receptores cerebrais (Tabela 2).

TABELA 2 — Efeito da privacdo de sono paradoxal sobre os receptores cerebrais.

DA NA 5-HT ACh
D1 ns o ns 5-HT14 ns M1 ns
Dy 1 0o ns 5-HT, \ Mo \
B1. B2 v
Nunes Junior et al., Hipdlide et al., Hipdlide et al., Nunes Junior et al.,
1994a 1998 2005 1994b

Fonte: Laboratério de andlises autorradiograficas (Departamento de Psicobiologia da Universidade
Federal de Sdo Paulo). DA = dopamina; NA = noradrenalina; 5-HT = serotonina; ACh = acetilcolina;
ns = efeitos ndo significativos entre os grupos controle e PSP. T = supersensibilidade; { =

subsensibilidade dos receptores.

1.4.2 Privacéo de sono paradoxal e comportamento sexual

A privacdo de sono apresenta também aspectos positivos como um
efeito facilitatério sobre o CS. Nos anos 60, Dement (1965) relatou o efeito da
privacdo de sono sobre o CS tanto em humanos quanto em animais. Primeiramente,
ele estudou 12 gatos machos privados de sono por 30 dias. Os resultados
mostraram que em seis deles houve aumento marcante no CS, enquanto no grupo

controle ndo houve nenhuma alteracdo. Semelhantemente, em outro estudo



verificou-se igualmente que apdés PSP maior que oito dias induzia hipersexualidade
em gatos (Vimont-Vicary et al., 1966). Anos mais tarde, Fergunson e Dement (1969),
em experimentos com ratos machos expostos a PSP, apdés a administracdo de
anfetamina, verificaram a ocorréncia de montas sem orientacdo espacial (de tras
para frente ou mesmo de lado). Em seres humanos, tém sido relatado que apés o
um periodo de PSP ocorre aumento da fantasia sexual (Dement, 1960), aumento da
intumescéncia peniana e masturbacdo (Ferrini-Strambi et al., 1996). Também
observamos efeitos positivos da PSP na ocorréncia de reflexos genitais em ratos
machos tanto jovens como idosos (Andersen et al., 2002, 2003, 2004a, 2005a,
2006a, 2007; Andersen e Tufik, 2006, Alvarenga et al., 2006). No entanto, 0 CS em
ratos apresenta efeitos controversos quando relacionado com diferentes periodos de
PSP, uma vez que, Velazquez-Moctezuma e colaboradores em 1996, demonstraram
que ratos privados de sono durante 96 horas no método de plataforma Unica,
apresentaram uma diminuicdo do comportamento de monta, intromissdo e
ejaculacao, quando comparados com ratos privados de sono por 24 ou 72 horas.
Assim, esses dados indicam que a PSP interfere com 0s mecanismos que regulam o
CS do macho, porém a extensdo da participacdo das condicbes de estresse
(Andersen et al., 2000) deveria ser considerada como um fator relevante envolvido
nesse efeito, uma vez que Renata-Marquez e colaboradores (2003) demonstraram
que a resposta do CS pode variar de acordo com modalidade e intensidade do

estresse.



1.5. Interagdo da restricdo alimentar, privacao de sono paradoxal e
comportamento sexual

Dentre as diversas alteragdes comportamentais descritas em ratos
submetidos a RA, o ciclo vigilia-sono sofre uma influéncia marcante da ingestéo
alimentar. Nesse sentido, observa-se aumento do tempo total do sono de ondas
lentas e do sono paradoxal durante o periodo escuro e diminuicdo durante a fase
clara em ratos submetidos a 27 dias de RA (Mouret et al., 1971; Roky et al., 1999).
Esses efeitos sdo opostos ao padrdo normal, uma vez que por serem animais de
habitos noturnos, a vigilia predomina a noite e o sono durante o dia (Timo-laria et al.,
1970; Andersen et al., 2001). Estudos relatam que a RA, bem como restricao
energeética, ou ainda, a restricdo de algum componente especifico da dieta, pode
afetar o CS de ratos machos, acarretando retardo na fase de puberdade, diminui¢cdo
da motivagdo sexual e da atividade copulatéria desses animais (Larsson, 1962;
Herberg, 1963; Sachs e Marsan, 1972; Santos et al., 2004).

A privacdo de sono além, de provocar diversas alteracdes
comportamentais, pode produzir efeitos facilitatérios na motivacdo sexual, mais
especificamente nos reflexos genitais, como demonstrado por Andersen e
colaboradores (2004a, 2005a, 2006a, 2007). Além das alteragBes provocadas pela
PSP e a RA no CS em ratos, também h& uma forte influéncia desses fatores nos
hormdénios sexuais, uma vez que a PSP por 96 horas diminuiu as concentragdes de
testosterona e aumentou as de progesterona e de glicocorticoides. Além disso, as
concentracbes desses hormonios podem variar de acordo com a intensidade e tipo
do estresse, por exemplo, imobilizacdo, natacdo e choque, que também alteram as
concentracbes de testosterona e glicocorticoides (Renata-Marquez et al., 2003;

Andersen et al., 2004b). Dependendo da idade que os ratos forem submetidos ao



estresse, género, por exemplo, manipulacdo neonatal ou estresse pré-natal, também
pode promover alteracdes hormonais durante a idade adulta (Gerardin et al., 2005;
Gomes et al., 2006; Pereira et al., 2008).

Em relacdo a RA, Martin e colaboradores (2007) sugerem que uma
restricdo energética, ou seja, alimentacdo em dias intercalados por dez dias
aumentou as concentracdes de testosterona plasmatica e ainda, uma dieta de 40%
de restricdo calorica diminuiu as concentracdes de estradiol em ratos machos. Essa
variacdo hormonal ocorre também em diferentes paradigmas de CS, dependendo de
qual contexto o animal macho for exposto, se ele é sexualmente experiente ou néo,
ou se a fémea a qual for exposto estad receptiva ou nao-receptiva, a resposta
hormonal pode ser diferente. Recentemente, Bonilla-Jaime e colaboradores (2006)
demonstraram que ratos adultos expostos a CS com fémeas naives nao
apresentaram aumento de testosterona.

Visto que a RA associada ou néo a privacdo de sono pode acarretar
diversas alteracoes fisioldgicas, metabodlicas e comportamentais, como alteracdo no
ciclo vigilia-sono e no CS, é de suma importancia documentar as consequéncias da
interacdo desses fatores no padrédo de sono, na resposta sexual e perfil hormonal

em ratos machos.



2. JUSTIFICATIVA



A restricdo alimentar (RA) tem sido documentada como um modo de
aumentar o tempo de vida em diversos organismos. Simultaneamente ao aumento
da expectativa de vida, a RA também pode levar a diversas alteracdes
comportamentais.

A interacdo dos mecanismos de ingesta alimentar com a neurobiologia
do sono tém sido associada a modificacbes importantes no ciclo vigilia-sono.
Estudos demonstram que a RA pode interromper 0 processo reprodutivo ou ainda
prejudicar a fertilidade, porém, esses dados ainda sdo controversos. Por sua vez, a
falta de sono, mais especificamente, a privacdo de sono REM, promove efeitos
facilitatorios nos reflexos genitais em ratos machos.

No entanto, dentre as diversas consequéncias comportamentais bem
documentadas da privacao de sono, os efeitos associados a RA na resposta sexual
permanecem como uma area bem pouco explorada. Como a RA esta envolvida com
alteracbes metabdlicas e comportamentais, incluindo alteracéo do ciclo vigilia-sono e
no comportamento sexual, torna-se imprescindivel seu estudo para o entendimento

das alteracdes decorrentes dessa associacao.



3. OBJETIVOS



3.1. Objetivo geral

Estudar os efeitos da restricdo alimentar associada ou ndo a privacéao

de sono paradoxal no padréao de sono e no comportamento sexual de ratos machos.

3.2. Objetivos especificos

O objetivo geral exposto acima foi subdividido em trés proposicoes:

1. Analisar a arquitetura do sono em ratos submetidos a restricdo
alimentar desde o desmame (Artigo 1).

2. Avaliar os efeitos da restricdo alimentar nos reflexos genitais
(erecBes e ejaculacdes) induzidos pela privacdo de sono paradoxal
em ratos machos (Artigo 2).

3. Avaliar os efeitos da restricdo alimentar no comportamento sexual
(monta, intromisséo e ejaculacéo) e no perfil hormonal (testosterona

e progesterona) em ratos machos (Artigo 3).



4. MATERIAL E METODOS



4.1. Animais

No presente trabalho foram utilizados ratos Wistar machos a partir de
30 dias de idade. Nos Artigos 1 e 2 os animais foram provenientes do Biotério do
Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), e
no Artigo 3 do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais Para Medicina
e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de S&o Paulo. O estudo foi
conduzido em condi¢cbes de luz (claro das 7 as 19 horas) e temperatura (22+2°C)
controladas automaticamente. Racdo e agua foram mantidos a vontade nas gaiolas
de moradia, exceto para 0s grupos experimentais, no qual a racdo foi controlada.
Todo o estudo foi conduzido segundo principios éticos (Andersen et al., 2004c) sob
aprovacdo do Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo —

UNIFESP (CEP # 05/434) (Anexo 1).

4.2. Restricao Alimentar (RA)

A partir do desmame (30 dias), os animais foram distribuidos em dois

grupos:

a) animais que receberam comida ad libitum (AD) durante todo o
periodo experimental;

b) animais submetidos a restricdo alimentar (RA) que receberam 6
gramas diarias de racdo. Essa quantidade de racdo foi aumentada
em lg/semana até totalizar 15 gramas na 12% semana de vida do
animal. Todos os animais do grupo RA foram separados em gaiolas
individuais durante a alimentacdo, onde permaneceram até
terminarem a ingestdo de toda a quantidade de racdo diaria (+ 90

minutos/dia).



Os animais do grupo AD também foram separados em gaiolas
individuais pelo mesmo periodo de tempo para que passassem pela mesma
condicdo do grupo experimental. Em seguida, os animais foram devolvidos as
respectivas gaiolas de moradia. Todos os animais foram pesados semanalmente ate
o final do estudo.

O método de RA utilizado no presente estudo néo é considerado uma
desnutricdo, pois ao longo das 8 semanas de tratamento 0os animais ganham peso e
se desenvolvem normalmente. No entanto, o peso € significativamente reduzido
quando comparado com o grupo controle AD, (Alvarenga et al., 2005), conforme

mostra a figura abaixo.
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FIGURA 3 — Representacdo do peso semanal dos animais dos grupos ad libitum (AD) e

restricdo alimentar (RA) durante as 8 semanas de tratamento.



ARTIGO 1
4.3. Registro do ciclo vigilia-sono

Para o registro da atividade elétrica eletrocorticografica dos animais,
foram feitas duas derivacdes corticais bipolares longas e ipsilaterais. Uma de
localizacdo lateral ao plano sagital, para o registro do ECoG com uma minima
atividade theta e outra de localizagdo mais medial ao plano sagital, para o registro
do ECoG com maxima atividade theta (Bergmann et al., 1989; Timo-laria et al.,
1970):

Eletrodo 1: 1 mm posteriorr ao Bregma e 3 mm a esquerda da sutura Sagital.

Eletrodo 2: 3 mm anterior ao Bregma e 1 mm a direita da sutura Sagital.

Eletrodo 3: 1 mm anterior ao Lambda e 4 mm & esquerda da sutura Sagital.

Eletrodo 4: 4 mm anterior ao Lambda e 1 mm a direita da sutura Sagital.

FIGURA 4 — Posicdes dos eletrodos usados para registro eletrocorticogréfico: 1, eletrodo
frontal esquerdo; 2, eletrodo frontal direito; 3, eletrodo occipital esquerdo; 4, eletrodo

occipital direito.



4.3.1 Cirurgia estereotéxica

Apos instalada a anestesia (associag¢do de cloridrato de cetamina, 140
mg/kg, i.p. e diazepam, 5,5 mg/kg, i.p.), foi realizada uma tricotomia da regido dorsal
do cranio e os animais foram fixados ao aparelho estereotaxico. Como hemostatico,
administrou-se Xilocaina (2% mais vasoconstrictor) na regido ja mencionada e nos
meatos auriculares.

Primeiramente, uma incisédo circular mediana foi feita na pele sobre o
cranio até a exposicdo do periosteo. Em seguida, foram demarcadas as
coordenadas estereotaxicas, conforme Bergmann e colaboradores (1989). Com o
auxilio de uma broca odontolégica, foram realizados quatro orificios onde foram
atarraxados quatro microparafusos (diametro 1,0 mm) de aco inoxidavel (Figura 5).
Também foram implantados dois eletrodos (5 e 6) feitos de fio niguel-cromo
revestidos com Teflon™ (diametro 0,004mm, California Fine Wire™ EUA), no
musculo dorsal do pescoco (trapézio), um do lado direito e o outro do lado esquerdo,
possibilitando assim o registro eletromiografico, também necessario para a
caracterizacao das fases do sono.

Todos os eletrodos corticais foram ligados, por meio de fios de niquel-
cromo revestidos com Teflon™ (diametro 0,008mm, California Fine Wire™ EUA) a
um conector e este, fixado ao cranio do animal com acrilico autopolimerizante
odontoldgico. Os animais foram suturados e finalmente liberados do aparelho

estereotaxico.



MATERIAL E METODOS

FIGURA 5 - Eletrodo e parafusos utilizados para registro eletrocorticografico e
eletromiografico (A) e ilustracdo do posicionamento dos parafusos durante a cirurgia de

implantacao do eletrodo (B).

Os ratos receberam 0,5 ml/kg i.m. de uma dose de suspenséo poli-
antibidtica com estreptomicinas e penicilinas (Pentabidtico® Wyeth®, Brasil) e
10mg/kg, i.p., de diclofenaco sodico (Novafarma®, Brasil), com o intuito de promover
uma analgesia pés-operatoria e diminuir a possibilidade de um processo inflamatério
local.

Em seguida, os ratos foram levados para uma gaiola aquecida por
aproximadamente 24 horas, afim de evitar um choque hipotérmico, comum no
periodo pds-anestésico. Apds este periodo, os animais foram levados para suas
gaiolas, com livre acesso a agua e comida, onde permaneceram por 7 dias antes de
qualquer intervencdo experimental (Figura 6A) e 3 dias conectados ao cabo de
registro (Figura 6B) e foram mantidos no interior da gaiola de Faraday. As gaiolas de
Faraday (Figura 7) séo utilizadas para minimizar as influéncias eletrostéticas
externas. Durante o0 registro, 0s animais permaneceram em salas isoladas

acusticamente e climatizadas.
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MATERIAL E METODOS

FIGURA 6 — Rato do grupo ad libitum nos primeiros dias ap0s a cirurgia (A) e durante o
periodo de adaptacao ao cabo para registro de sono (B).

FIGURA 7 — llustragdo das gaiolas de Faraday utilizadas para minimizar as influéncias

eletrostaticas externas durante a aquisicdo do registro de sono.
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4.3.2 Registro eletrocorticografico (ECoG)

Os ratos foram conectados ao poligrafo através de cabos blindados
para eletroencefalografia. Os cabos foram revestidos com uma malha flexivel de aco
inoxidavel, para evitar a ruptura dos mesmos pelo animal. Na extremidade de cada
cabo foi colocado um conector, apropriado para o encaixe com aquele fixado nos
cranios dos animais, tipo “macho-fémea”. A outra extremidade do cabo foi conectada
com o painel de entrada do aparelho, de acordo com a montagem preconizada
anteriormente. E importante salientar que o cabo de conex&o foi projetado para dar
ao animal conforto e liberdade de movimentacao, reduzindo assim mais este fator

estressante, que poderia influenciar nos parametros a serem observados.

Os ratos foram registrados por poligrafos digitais Nihon-Kohden™,
modelo QP-223A (Japdo) de 32 canais. Cada animal foi registrado através de 3
canais, sendo dois para o registro do ECoG e o terceiro para 0 registro do
eletromiograma (EMG). A aquisicdo do sinal foi automaticamente digitalizada e
armazenada até a leitura em disco rigido. A leitura dos registros foi manual, feita
através do programa de andlise Polysmith™ Neurotronics Inc.™ (EUA), em épocas
de 30 segundos. Ap6s a analise, os registros foram arquivados em discos 6pticos

(DVD, Panassonic™).

A freqiéncia de amostragem do sinal foi de 200 Hz; a calibracao foi
padronizada em 50uV; a sensibilidade, ou ganho, foi de 15uV para o ECoG e de
30uV para o EMG; a constante de tempo ou filtro “passa baixo foi de 0,1s para o
ECoG e de 0,03s para o EMG,; o filtro “passa alto foi ajustado a 35Hz para o ECoG e

70Hz para o EMG,; o filtro de corrente alternada para 60 Hz.



Foi considerado como vigilia quando os dois canais corticais (canal 1:
eletrodos 1 e 2; canal 2: eletrodos 3 e 4) demonstravam um tracado
dessincronizado, de alta frequéncia (>25Hz) e amplitude baixa (<50uV), podendo
aparecer o ritmo theta (5 a 8Hz) no segundo canal cortical, e o canal do EMG
apresentou um tracado de alta amplitude (>40uV), exceto na vigilia quieta, em que a
amplitude do EMG pode estar tdo reduzida quanto no SOL (Figura 8A). O sono de
ondas lentas (SOL) foi caracterizado quando os dois canais corticais demonstraram
um aumento na amplitude (>50uV) e diminuicdo na freqiéncia de onda (<25Hz), e 0
EMG apresentou uma amplitude mais reduzida (20 a 50uV) (Figura 8B). O sono
paradoxal (SP) foi caracterizado quando o primeiro canal cortical demonstrou uma
reducdo na amplitude (<50uV) e aumento na frequéncia de onda (>40Hz), o
segundo canal cortical apresentou um padrdo de onda de ritmo theta (5 a 8Hz)
praticamente monotonico e o EMG se mostrou com a amplitude quase nula (<20uV)

(Timo-laria et al., 1970; Bergmann et al., 1989; Andersen et al., 2001) (Figura 8C).
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FIGURA 8 — Aquisicdo do sinal eletrocorticografico e eletromiografico durante a vigilia (A),

sono de ondas lentas (B) e sono paradoxal (C) em ratos adultos.

4.4 Procedimento experimental referente ao Artigo 1
Para este estudo os animais foram distribuidos em 4 grupos

experimentais:

AD-CTRL: grupo com dieta AD e mantidos em gaiolas de moradia.

RA-7h: grupo RA e mantidos em gaiolas de moradia e alimentados
uma vez por dia no inicio do periodo claro (7 horas).

RA-19h: grupo RA e mantidos em gaiolas de moradia e alimentados
uma vez por dia no inicio do periodo escuro (19 horas).

RA-AD: grupo RA e mantidos em gaiolas de moradia e alimentados
uma vez por dia no inicio do periodo escuro (19 horas) durante 8 semanas e

posteriormente alimentados de forma ad libitum por 72 horas (periodo de registro).




Apods as 8 semanas de RA ou AD, foi feita a cirurgia estereotaxica para
implantagdo dos eletrodos para registros ECoG e EMG durante 72 horas

consecutivas. Foram feitos 3 experimentos como ilustrado na Figura 9.

8 semanas de RA/AD

/\
grupos RA (7:00 horas Registro de sono (72 horas

| gruposRA (19:00horas) @ W Registro de sono (72 horas) |

- qgrupos rRA (1900 horas) == mw I T- T TT U AEE EES |

Implantagdo de eletrodo

FIGURA 9 — Esquematizagédo do desenho experimental do Artigo 1. Experimento 1: animais
do grupo RA que receberam comida no inicio do periodo claro (7 horas). Experimento 2:
animais do grupo RA que receberam comida no inicio do periodo escuro (19 horas).
Experimento 3: animais do grupo RA que receberam comida no inicio do periodo escuro (19
horas), porém durante as 72 horas de registro de sono receberam comida ad libitum.



ARTIGO 2
4.5. Privacao de Sono Paradoxal (PSP)

Os animais foram submetidos & privacdo de sono paradoxal (PSP)
durante 96 horas ou mantidos em suas gaiolas de moradia. Foi utilizado o periodo
de 96 horas, uma vez que foi demonstrado pelo nosso grupo que esse periodo
produz efeitos mais significativos para avaliagdo dos reflexos genitais (Andersen et
al., 2003). O método de plataforma mdultipla modificada consiste em colocar 10
animais em um tanque (143 x 41x 30 cm) contendo 14 plataformas circulares de 6,5
cm de diametro, com o nivel da dgua 1 cm abaixo da sua superficie. O nimero de
plataformas maior que o de animais permite que eles possam mover-se de uma para
outra, ao contrario da imobilizagdo observada no método de plataforma Unica. A
atonia muscular presente no sono paradoxal faz com que o animal acorde ao
encostar o focinho ou, ainda, o corpo inteiro na agua (Figura 10). Um estudo
realizado recentemente em nosso laboratorio demonstrou que, durante o periodo de
privacdo de sono de 96 horas, o método de plataforma multipla foi capaz de suprimir
totalmente o sono paradoxal nos animais (Machado et al., 2004). Portanto, optamos
por denominar a técnica de “privacédo de sono paradoxal”’. Durante todo o periodo de
PSP, a sala foi mantida em condi¢des de temperatura constante (22 + 2°C) e sob um
ciclo claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a fase clara as 7 horas da manha. Para
0 grupo submetido a RA, a racéo foi oferecida ao animal das 19:00 as 20:30 horas
em gaiolas individuais. Estudos prévios indicam que durante esses 90 minutos ha a
ingestdo completa das 15 gramas de racdo (Alvarenga et al., 2005). A agua do

tanque foi trocada diariamente.



FIGURA 10 — Ratos do grupo ad libitum privados de sono paradoxal pelo método da

plataforma multipla modificada.

4.6. Avaliacdo dos reflexos genitais

Para o estudo de avaliagdo dos reflexos genitais utilizamos ratos
machos sexualmente inexperientes (naives). Essa escolha foi baseada no intuito de
remover a influéncia de estimulos condicionados, obtendo-se, dessa maneira, um
grau maior de controle sobre os parametros a serem avaliados. Ja foram
documentadas as alteragbes progressivas no comportamento sexual desses
animais, bem como os indices de aquisicdo que podem ser avaliados no periodo
durante o qual os animais imaturos vao ganhando experiéncia sexual (Everitt, 1990;
Pfaus e Phillips, 1991). Além disso, a inexperiéncia sexual também pode aumentar a

probabilidade de se observar o reflexo genital facilitado ap6s um determinado



tratamento, como, por exemplo, a exposicao a psicoestimulantes, em virtude de que
muitas dessas medidas refletem um nivel maximo de desempenho em animais
copuladores experientes (Fiorino e Phillips, 1999).

Os animais foram observados em gaiolas experimentais de arame
vazadas (15 x 31 x 26 cm) sem agua ou alimento. As observacdes comportamentais
foram realizadas entre 9:00 e 11:00 h da manhd em uma sala com temperatura
controlada, onde os animais foram monitorados por observadores treinados que
desconheciam a condicéo (privacao de sono ou gaiola) e o tratamento (RA ou racao
ad libitum) submetidos aos animais, mantendo-se a confiabilidade entre os grupos.

A erecéo peniana foi considerada quando o rato se levanta sobre suas
patas posteriores, inclina seu corpo para frente para alcancar a area genital,
manipula seu pénis em erecao total e demonstra movimentos dos quadris (Figura
11). A ejaculacdo foi avaliada por meio da contagem do numero de “plugs”
ejaculatérios. A freqliéncia das erecdes e das ejaculacdes espontaneas (numero
total dos reflexos genitais dividido pelo numero total de ratos) foi avaliada por 45 a
60 minutos. Cada animal foi testado somente uma unica vez. A observacdo dos
reflexos genitais de cada animal iniciou imediatamente apos a retirada dos animais
do tanque de privacdo de sono e a administracéo intraperitoneal aguda de cocaina
(7mg/kg). Os animais do grupo controle (gaiola) também foram mantidos na sala de
privacdo de sono durante o periodo equivalente ao grupo experimental. Esta dose
de cocaina foi utilizada, uma vez que essa dose promoveu melhor resposta obtida

na curva dose-resposta demonstrada por Andersen e colaboradores (2000).



MATERIAL E METODOS

FIGURA 11 — Rato privado de sono paradoxal e administrado com cocaina (7 mg/kg, por via

i.p.) durante a erecdo peniana.

4.7. Procedimento experimental referente ao Artigo 2

Ao alcancarem a idade adulta, os ratos RA ou AD foram distribuidos
em diferentes grupos experimentais:

RA/AD-CTRL SAL: grupo com dieta RA ou AD e mantidos em gaiolas
de moradia, desafiados com administracao de salina.

RA/AD-CTRL COC: grupo com dieta RA ou AD e mantidos em gaiolas
de moradia, desafiados com administracédo de cocaina.

RA/AD-PSP SAL: grupo com dieta RA ou AD e submetido a PSP por
96 horas, desafiados com administragéo de salina.

RA/AD-PSP COC: grupo com dieta RA ou AD e submetido & PSP por

96 horas, desafiados com administragdo de cocaina.
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Apods o periodo de 96 horas de PSP ou periodos equivalentes no grupo
controle, os animais foram desafiados com salina ou cocaina (7mg/kg/i.p.) e

imediatamente apds a injecdo foram avaliados os reflexos genitais.

A
8 semanas de RA/AD

— —

—_

PSP (96
horas)

B

Grueos RA SCTRL/PSPZ + Avaliagéo dos reflexos genitais Sal/Coc

PSP (96 horas)

com oferta de comida
ad libitum ao grupo RA

8 semanas de RA/AD

\ 4

Com oferta de comida dentro da
gaiola de observagéo

FIGURA 12 — Esquematizacéo do desenho experimental do Artigo 2. (A) Experimento 1, (B)

Experimento 2. (C) Experimento 3.



ARTIGO 3
4.8. Comportamento Sexual

Apds o periodo de 8 semanas de RA ou periodo equivalente nos
animais do grupo AD, todos os ratos foram treinados para se tornarem sexualmente
experientes. Para o treino de CS, os animais foram expostos durante 9 dias
intercalados a fémeas receptivas por 30 minutos.

Os ratos foram colocados por 5 minutos antes do inicio do teste
isoladamente em gaiolas de acrilico (45cm de didmetro x 50cm de altura) para evitar
a interferéncia do comportamento exploratério no comportamento sexual. Em
seguida, foi colocada uma fémea receptiva artificialmente induzida pela
administragao por via subcutanea de uma dose de 0,1 ml de estradiol 48 e 24 horas
antes do teste e uma dose de 0,1 ml de progesterona 4 horas antes do inicio do
teste. Foi avaliada somente a primeira laténcia para monta, intromissao e
ejaculacdo. O tempo maximo para a laténcia de intromissao e ejaculacao foi de 15 e
30 minutos, respectivamente. Os animais que nao apresentaram esse padrao de
comportamento ndo foram incluidos no estudo. Todos os testes foram realizados
durante o periodo escuro (19 as 3 horas) do ciclo claro-escuro.

Os seguintes parametros do comportamento sexual foram avaliados
durante os 30 minutos de avaliacéo:

e Laténcia de monta (LM) e de intromissédo (LI): consiste no tempo

(medido em segundos) que cada animal demora a atingir a primeira

monta ou primeira intromissdo de cada série copulatoria.

* Alguns animais inexperientes ndo apresentam comportamento sexual. No intuido de evitar qualquer
viés durante a avaliagcdo do comportamento apds o periodo de privacao de sono paradoxal, todos os
ratos passaram por treino de comportamento sexual, a fim de adquirir experiéncia sexual.



Laténcia de ejaculacdo (LE): corresponde ao tempo (em segundos)
entre a primeira intromisséo até a ejaculacdo. Para os animais que
ndo ejacularam foi determinada a laténcia maxima de avaliagdo (30
minutos);

Numero de montas (NM) e de intromissdes (NI): consiste no nimero
de eventos que ocorreu durante cada série copulatéria;

Numero total de montas (NTM) e de intromissdes (NTI): corresponde
ao numero total de montas e intromissdes que apresenta cada rato
no periodo total de 30 minutos de avaliacéo;

Numero total de ejaculacées (NTE): corresponde ao numero total de

ejaculacdes no periodo de 30 minutos.



MATERIAL E METODOS

FIGURA 13 — llustracdo de comportamento sexual emitidos pelo rato durante: (A) Monta:
ocorre quando o macho se apodia na parte pélvica sobre a fémea sem que haja intromisséo
do pénis; (B) Intromissdo, ocorre a penetracao do pénis na vagina da rata; (C-D) Ejaculacao:
ocorre apés uma sequiéncia de montas e intromissdes, € uma continuacdo da intromisséao,
porém o rato mantém o pénis na vagina da rata por um tempo maior (1-3 segundos) e

consiste no término de uma série ejaculatdria do comportamento sexual.

4.9. Procedimento Experimental referente ao Artigo 3
Apbs as 9 sessbes de treino para adquirir experiéncia sexual, os
animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais:
AD-CTRL: grupo com dieta AD e mantidos em gaiolas de moradia.
AD-PSP: grupo com dieta AD e submetido & PSP por 96 horas.
RA-CTRL: grupo RA e mantidos em gaiolas de moradia.

RA-PSP: grupo RA e submetido & PSP por 96 horas.
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Apoés o periodo de treino os animais foram submetidos a PSP por 96
horas ou mantidos em gaiolas de moradia (grupo controle - CTRL). Ao final da PSP
ou periodo equivalente nos grupos controles, os ratos foram avaliados quanto ao
comportamento sexual por 30 minutos. Em seguida, os animais foram eutanasiados

para coleta de sangue para dosagens hormonais.

A -Treino Comportamento Sexual

9 dias intercalados

Inicio do
treino
21h
48 horas
TR TR TR TR TR TR TR TR TR

B - Privacdo de sono paradoxal e avaliagdo do comportamento sexual

Término

5
Treinos Comportamento Sexual

| ~
Inicio da 30 minutos

PSP por animal

FIGURA 14 — Esquematizacdo do desenho experimental do Artigo 3. (A) Delineamento do
protocolo utilizado do treino para comportamento sexual durante as 9 sessoes; (B) Desenho

experimental apds o periodo de treino até a eutanasia dos animais.



4.10. Coleta de Sangue

Ao final do experimento os ratos foram imediatamente eutanasiados
pelo método da decapitacdo em uma sala adjacente. Saliente-se que esse
procedimento requer muita experiéncia e destreza para imobilizar o animal
corretamente e precisdo no manejo da guilhotina. Entdo, somente duas pessoas
realizaram a decapitacdo no decorrer dos experimentos.

O sangue foi recolhido em tubos de vidro especificos de acordo com a
dosagem hormonal a ser realizada. Tubos de vidros (10 ml) sem anticoagulante
(soro) ou tubos de 5 ml com anticoagulante EDTA (plasma) foram utilizados para a
determinacdo hormonal da testosterona, progesterona e corticosterona,
respectivamente. Apos a coleta, os tubos foram centrifugados a 3.500 rpm por 10
minutos, sendo o soro a temperatura ambiente e o plasma a 4°C. O sobrenadante foi

pipetado e armazenado em tubos menores a -80°C até a realizacdo dos ensaios.

4.11. Anéalise Hormonal

Cada ensaio hormonal para um determinado hormaonio foi realizado no
mesmo dia para todos 0s grupos pertencentes aquele experimento. A concentracao
de testosterona foi determinada por meio de ensaio de quimioluminescéncia
imunométrica (Advia Centauro, Bayer Corporation, Tarrytown, NY, EUA). Em relacdo
a concentracdo de progesterona, foi utilizado o imunocompetitivo (Advia Centauro,
Bayer Corporation, Tarrytown, NY, EUA). A técnica de radioimunoensaio foi utilizada
para determinar as concentracdes de corticosterona (ICN Biomedicals, Costa Mesa,

CA, EUA).



4.12. Drogas

Foi utilizada nos Artigos 2 e 3 as seguintes drogas (Sigma, St. Louis,
EUA) administradas por via intraperitoneal:

- Cocaina: concentracao de 7mg/kg.

- Estradiol E4: concentracéo de 0,19/20ml.

- Progesterona P4: concentracao de 0,002g/20ml.

4.13. Andlise estatistica

Artigo 1: Neste trabalho foi utilizado o teste de ANOVA de duas vias
para medidas repetidas (dias 1 a 3) e grupos (AD e RA). O teste post hoc de Duncan
foi utilizado quando necessario. No terceiro experimento foi utilizado o teste t-
Student.

Artigo 2: Para analise estatistica do numero de animais que
apresentaram erecao peniana ou ejaculacdo foi utilizado o teste de Fisher para
avaliar as diferencas entre grupos. Para analises da frequiéncia de reflexos genitais e
concentracbes hormonais foi utilizado, o teste de ANOVA de duas vias seguido do
post hoc de Duncan.

Artigo _3: Os dados referentes a comportamento sexual foram
analisados por meio do teste ndo-paramétrico Kruskal Wallis, seguido de Mann-
Whitney U-test, e o teste de Fisher para porcentagens. Para analise dos parametros
hormonais foi utilizado, ANOVA de uma via, seguido do post hoc de Duncan quando
necessario.

Os dados foram representados pela média + erro padrdo. O nivel de
significancia considerado foi p<0,05. O programa STATISTICA 6.0 foi empregado

para efetuar as analises.



5. RESULTADOS



ARTIGO 1

INFLUENCIA DA RESTRICAO ALIMENTAR CRONICA NO PADRAO DE SONO
EM RATOS MACHOS
Alvarenga TAF, Andersen ML, Papale LA, Antunes IB, Tufik S

Resumo

Diversos estudos tém demonstrado que a restricdo alimentar (RA) em animais é uma
forma potente de ativar o sistema nervoso simpatico por promover uma reducédo do
metabolismo e consequentemente, resulta em um maior tempo de vida. Ainda, tem-
se descrito diversas alteracbes comportamentais. Nesse sentido, o objetivo do
presente estudo foi analisar o padréo de sono em ratos submetidos a RA cronica. A
partir do desmame, ratos machos Wistar foram distribuidos em 2 grupos: a) mantido
com racao ad libitum e b) submetidos a RA (6 gramas diérias de racdo/animal). Essa
quantidade de racdo foi aumentada em 1g/semana até totalizar 15 gramas na 122
semana de vida do animal. Apds a implantacédo de eletrodos, os animais tiveram seu
padrdo de sono registrado durante 3 dias consecutivos. A comida foi oferecida no
inicio do periodo claro ou escuro. Em relacdo aos animais alimentados as 7:00
horas, observou-se uma diminui¢do significativa da eficiéncia de sono, tempo total
de sono de ondas lentas e de sono paradoxal em comparacdo ao grupo mantido
com racdo fornecida ad libitum. Os animais submetidos a 8 semanas de RA
apresentaram ainda um aumento de 700% para a laténcia de sono e 300% para o
inicio do sono paradoxal. Durante o periodo escuro, houve um aumento da eficiéncia
de sono causado pelo aumento do tempo despendido em sono de ondas lentas e de
sono paradoxal nos animais restritos de comida em relacdo ao grupo ad libitum. Em
contrapartida, os animais que alimentados no inicio do periodo escuro (19:00 horas)
apresentaram aumento significativo tanto de sono de ondas lentas quanto de sono
paradoxal somente na fase escura. Nossos resultados demonstram que a RA
acarretou marcantes alteracbes na distribuicdo do ciclo vigilia-sono em ratos em
virtude do aumento do tempo de sono durante o periodo escuro e diminuicdo
durante a fase clara, efeito oposto ao padrao normal apresentado por esses animais.
Mais estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos na

inversao do ciclo vigilia-sono em ratos submetidos a condi¢cdes de RA.
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ARTIGO 2

EFEITOS DA RESTRICAO ALIMENTAR CRONICA NOS REFLEXOS GENITAIS
DE RATOS MACHOS SUBMETIDOS A PRIVACAO DE SONO PARADOXAL
Alvarenga TAF, Andersen ML, Papale LA, Tufik S

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da restricdo alimentar (RA) crbnica
nos reflexos genitais (erecdes e ejaculacdes) induzidos pela privacdo de sono
paradoxal (PSP) em ratos machos. Para isso, ratos com 30 dias de idade foram
submetidos a RA ou mantidos com comida ad libitum (AD) durante 8 semanas. Os
animais do grupo RA receberam 6g/dia de racdo, essa quantidade foi aumentada
em lg/semana até totalizar 15 gramas na idade adulta do animal. ApGs as 8
semanas de tratamento os animais foram submetidos a PSP pelo método da
plataforma multipla durante 96 horas e em seguida os reflexos genitais foram
avaliados ap6s a administracdo aguda de salina ou cocaina (7mg/kg). Nossos
resultados indicam que a PSP induziu um aumento de erecdes e ejaculacdes em
ambos os grupos (RA/AD), porém esse efeito s6 foi potencializado com a
administracdo de cocaina nos animais do grupo AD. No intuito de reverter os
efeitos da RA nos reflexos genitais, no segundo experimento, oferecemos comida
AD ao grupo RA durante os 4 dias de PSP e observamos um aumento na
freqUéncia de eregcbes comparado com o grupo que foi mantido sob RA durante a
PSP (ambos desafiados com cocaina). No terceiro experimento, investigamos o
efeito motivacional pela comida com oferta de racdo AD durante o periodo de
observacdo dos reflexos genitais. Os resultados demonstraram que o0 grupo RA
guando privados de sono e desafiados com salina ndo apresentou nenhum
reflexo genital, e a resposta foi similar a do grupo desafiado com cocaina. Nossos
dados sugerem que o efeito facilitatorio da PSP nos reflexos genitais ndo foi
capaz de inibir os efeitos da RA na funcao erétil, porém protocolos distintos de RA
promovem efeitos especificos nos reflexos genitais, mesmo quando associada a
PSP.
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ARTIGO 3

RESTRICAO ALIMENTAR OU PRIVACAO DE SONO: QUAL FATOR EXERCE UMA
MELHOR INFLUENCIA NO COMPORTAMENTO SEXUAL DE RATOS MACHOS

Alvarenga TA, Andersen ML, Velazquez-Moctezuma J, Tufik S

Resumo

O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos da restricdo alimentar (RA)
cronica no comportamento sexual em ratos machos. A partir do desmame, ratos
machos Wistar foram distribuidos em 2 grupos: a) mantido com racdo ad libitum
(n=10) e b) submetidos a RA (n=10). Cada animal recebeu 6g diarias de racao.
Essa quantidade de racdo foi aumentada em 1g/semana até totalizar 15g na 122
semana de vida do animal. Quando os animais alcancaram a idade adulta foram
submetidos a privagcdo de sono paradoxal (PSP) pelo método da plataforma
multipla durante 96 horas ou mantidos em gaiola de moradia (CTRL) e em
seguida foi avaliado o comportamento sexual. Para a avaliagdo do
comportamento sexual os seguintes parametros foram avaliados no periodo de
observacéo de 30 minutos: laténcias de monta, intromisséo e ejaculagdo; numero
de montas e intromissdes até a primeira ejaculacdo; e numero total de montas,
intromissdes e ejaculacdes. Nossos resultados indicam que a RA crdnica quando
associada a falta de sono, diminuiu tanto a motivacdo quanto o desempenho
sexual. No entanto, os animais restritos de alimento ndo apresentaram diminuic&o
do numero de ejaculacdes, indicando que a RA minimizou os danos causados
pela PSP. Em relacédo as dosagens hormonais, observamos que ambos 0s grupos
submetidos a PSP tiveram as concentracfes de testosterona diminuidas em
relagdo aos respectivos grupos controles, enquanto que a progesterona
apresentou um aumento significativo somente no grupo RA-PSP em relagdo ao
respectivo grupo CTRL. Tomados em conjunto, nossos dados sugerem uma
participacdo importante da progesterona no comportamento sexual, uma vez que

esse grupo nao apresentou diminuicdo do numero de ejaculacdo apés a PSP.
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6. DISCUSSAO



Na década de 30 foi iniciada uma série de trabalhos sobre os efeitos da
RA em diversos parametros comportamentais. Nos Ultimos anos esses estudos vém
sendo retomados devido a importante influéncia da RA no retardo dos processos de
envelhecimento. Atualmente, a RA € considerada uma potente intervencdo que
promove aumento da longevidade em diferentes espécies e diante disso, muitos
individuos se expdem a restricdo calérica em busca dos seus beneficios. A RA
acarreta diversos efeitos ndo s6 comportamentais como também neuronais e
bioquimicos. De fato, animais submetidos a RA podem apresentar variacbes no
padrdo de sono, memoria, ansiedade, degeneracdo neuronal, resposta sexual e
perfil hormonal.

Paralelamente & busca de um retardo do envelhecimento, uma
situacdo muito freqliente na nossa sociedade atualmente é a diminuicdo do tempo
de sono. Muitos individuos se expbem a essa condicdo devido ao excesso de
trabalho aliado ao grande avanco tecnolégico que faz com que as pessoas passem
mais tempo acordadas. Estudos demonstram que a privacado de sono pode provocar
prejuizos para o organismo, no entanto também apresenta aspectos positivos como
inducéo de reflexos genitais em ratos e efeitos antidepressivos.

Devido as diversas alteracdes provocadas pela RA, na presente
dissertagcdo de Mestrado, buscamos avaliar a influéncia da RA crbnica nos
parametros de sono, na resposta sexual e nas concentracdes hormonais em ratos

machos privados ou n&do de sono paradoxal.



ARTIGO 1

Primeiramente, avaliamos os efeitos de diferentes paradigmas da RA
nos parametros de sono. Este estudo demonstrou que a RA cronica em ratos
produziu mudancas significativas na arquitetura de sono. Os principais achados
foram: 1) Ratos restritos de comida que foram alimentados exclusivamente as 7
horas apresentaram significativas alteracdes na distribuicdo de sono durante as
fases clara e escura do ciclo vigilia-sono. 2) Quando os animais do grupo RA foram
alimentados as 19 horas, nenhuma diferenca significativa foi observada durante a
fase clara, no entanto, houve um aumento significativo do tempo total de sono
durante a fase escura. 3) Ainda, os animais do grupo RA cronica alimentados as 19
horas, porém que receberam oferta de comida ad libitum durante o periodo de
registro de sono, apresentaram um aumento de SOL durante o primeiro dia de
registro, entretanto essas diferencas estatisticas desapareceram no segundo e
terceiro dia quando comparados ao grupo controle.

Diversas altera¢des na distribuicdo do sono em ratos submetidos a RA
vém sendo demonstradas. Em 1999, Roky e colaboradores demonstraram que
animais submetidos a um protocolo de restricAo de agua e comida por 29 dias
apresentaram uma significativa reducdo de SOL e SP durante a fase clara.
Previamente a este estudo e utilizando as mesmas condi¢cdes experimentais, Mouret
e Bobillier (1971) ja haviam observado que a RA associada a restricdo de agua
durante o periodo claro foi capaz de acarretar diminuicdo de sono durante essa fase.
Essa reducdo de SP e SOL durante o periodo claro também foi observada uma hora
antes de ser oferecida o alimento (Roky et al., 1999). Sendo assim, nés optamos por
realizar dois diferentes protocolos, nos quais os animais foram alimentados no inicio

do periodo claro ou escuro para isolar a atividade prévia a alimentagéo, tomando por



base o ciclo claro-escuro. E bem documentado que a iluminacdo é um fator muito
importante que influencia a fisiologia, a morfologia e o comportamento dos ratos.
Embora tenhamos realizado apenas a RA, com livre acesso a agua, nossas
observacdes corroboram os resultados dos estudos prévios, sugerindo que a RA é o
fator preponderante que leva as alteracdes observadas. Nesse sentido, sugerimos
que a RA apresenta uma maior influéncia no ciclo vigilia-sono do que os
mecanismos associados ao efeito da restricdo de agua. Além disso, a retirada da
agua pode nao encontrar correspondéncia na estratégia de sobrevivéncia.

Nossos dados mostraram que, independentemente do horario da
alimentacdo, os efeitos da RA foram mais acentuados durante o periodo escuro,
quando os animais estdo mais ativos e altamente sensiveis as condicfes da RA.
Considerando esses resultados, é possivel acreditar que a influéncia da RA em
interromper o0 sono, pode indicar o funcionamento de um mecanismo homeostatico
inerente capaz de lidar com o estresse.

Embora muitos aspectos possam ser estudados sobre a privacdo de
comida, centramos nossa investigacdo na RA (restricdo parcial de alimentos), uma
vez que somente esse tipo de manipulacdo possui uma acdo anti-envelhecimento
pela reducao de calorias e ndo pela falta de nutrientes ou jejum (Yu e Chung, 2001).
A reducéo de lipideos, proteinas ou seus componentes, como acreditava-se, parece
interferir pouco no tempo de vida (Kristal e Yu, 1994). Nesse sentido, ao utilizarmos
esse protocolo, o indice de mortalidade foi nula, indicando que a manipulacdo nao
induziu sofrimento ou desnutricdo nos animais. Deve-se ressaltar que a dieta
adotada n&o levou a desnutricdo, uma vez que a quantidade total de alimento
fornecida levou a um aumento de peso corporal dos animais restritos ao longo do

periodo experimental.



Depois de submeter ratos machos a 6 a 11 dias de privacao alimentar,
Jacobs e McGinty (1971) observaram que esses animais nao comiam
espontaneamente quando Ihes era oferecido comida e agua a vontade, vindo a ébito
nas proximas 24 horas. No nosso estudo, os registros realizados no periodo claro
indicaram que o SOL diminuiu gradativamente durante os primeiros dias de privacao
de comida, enquanto que o SP aumentou no primeiro dia e entdo se apresentou
proximo dos padrdes normais até dois dias antes de desaparecer completamente.
As aparentes discrepancias com o0s presentes resultados podem ser devido as
diferencas metodoldgicas (RA versus privacdo total de alimento), idade dos animais
no inicio do protocolo de RA (desmame versus adultos), duracdo da RA e o tempo
total de registro de sono. Ainda assim, as contradi¢cdes dos efeitos agudos e cronicos
da RA merecem uma melhor investigacao.

Borbély (1977) observou o estado de vigilia de ratos submetidos a 80
horas de RA seguidas de 64 horas de comida ad libitum. Durante a RA, embora no
periodo claro o tempo de sono total e despertares ndo tenham sido alterados, na
fase escura a distribuicdo dos estagios de sono foi modificada, uma vez que o SP foi
reduzido durante o periodo escuro. Em contraste com a pequena variacao dos trés
parametros de sono (vigilia, SOL e SP), a diminuicdo da duracdo dos episodios de
sono constituiu a maior alteracdo durante o periodo de RA. Apesar do autor
argumentar que a diminuicdo dos episédios de SP tenha sido devido ao cabo do
ECoG que interfere no tempo de sono, nossos dados mostram que as alteracdes
dos episddios de SP podem ser uma consequéncia direta da RA, ja que os animais
foram primeiramente adaptados ao cabo antes do registro e nenhuma mudanca nas
conexdes do cabo ocorreram depois de ter sido iniciado o registro. No periodo

escuro observou-se que o aumento de SP foi devido a maior duracdo dos episodios,



sugerindo que sob RA, ratos adultos regulam suas necessidades de sono e energia
com uma maior frequéncia de episoédios.

Diferencas acentuadas foram observadas entre os registros do ciclo
vigilia-sono resultantes da RA em ratos alimentados no inicio do periodo claro em
relacdo aos alimentados no inicio do periodo escuro. Esse efeito distinto da RA no
sono durante a laténcia das fases clara e escura pode ser, parcialmente, uma
diferenca no metabolismo. Le Magne (1973) relatou que ratos normalmente se
alimentam mais a noite e menos durante o dia. O periodo escuro representa uma
fase lipogénica, na qual a gordura é sintetizada, assim, a fase clara constitui uma
fase lipolitica em que a gordura € quebrada e convertida em energia (Borbély, 1977).
Embora as laténcias para o inicio do sono e para o SP tenham sido
significativamente aumentadas nos ratos submetidos a RA em comparacdo aos
animais do grupo controle, o tempo total de sono no periodo escuro também
aumentou nos animais restritos de alimento. Embora estudos complementares sejam
necessarios, esse aumento no tempo de sono no grupo alimentado no inicio do
periodo escuro pode ter ocorrido por uma atividade antecipatoria. Esse
comportamento pode ter deslocado o ritmo de sono levando a possibilidade de que o
aumento noturno do sono nesse grupo possa ser devido a um avanco na fase de
sono.

A RA é uma condicdo comum nos animais vivendo em seu habitat
natural e é freqientemente mimetizado em diferentes paradigmas experimentais (por
exemplo, procedimentos de aprendizado). Apesar de bem documentados os efeitos
benéficos na longevidade, as consequéncias da RA no ciclo vigilia-sono ainda séo
inconclusivos. Em grande parte devido a discordancia nos protocolos experimentais.

Nossos dados demonstraram que apesar de haver alteragdes significativas no



padrdo de sono dos animais submetidos a RA, quando estes sdo alimentados
novamente ad libitum ha uma completa reversdo nos parametros de sono
observados anteriormente no ciclo vigilia-sono.

Nos ultimos anos, varios estudos demonstraram que os disturbios de
sono reduzem o tempo de vida. Ainda, documenta-se que 0 sono apresenta uma
funcao restaurativa em diversos processos fisiologicos (Moldofsky, 1994), enquanto
disturbios e perda de sono também alteram as concentracfes hormonais e respostas
comportamentais (Tufik et al., 1978; de Paula e Hoshino, 2002; Frussa-Filho et al.,
2004; Andersen et al., 2004ab; Godoi et al., 2005; Zager et al., 2007; Perry et al.,
2008; Alvarenga et al., 2008; Benedetti et al., 2008), assim como contribuir para o
desenvolvimento diversas doencas, como a hipertensao arterial e aterosclerose por
alterar os parametros sanguineos relacionados as doencas -cardiovasculares,
obesidade, maior risco para desenvolver diabetes mellitus e ainda, doencas
inflamatorias (Van Cauter et al., 2007; Vgontzas e Bixler, 2008; Vgontzas, 2008;
Irwin et al., 2008; Martins et al., 2008). Interessantemente, esse aumento de SOL e
SP ocorre no periodo em que o animal esta mais ativo, sugerindo a necessidade de
um tempo de repouso durante o periodo ativo do nosso dia.

Uma vez que a RA modifica o metabolismo (para revisao ver Bordone e
Guarente, 2005) e também monoaminas incluindo DA, NA, serotonina (5-HT),
histamina, além de pequenas moléculas, como a adenosina, que podem influenciar
na regulacdo do ciclo vigilia-sono (Porkka-Heiskanen et al., 2002; Boutrel e Koob,
2004; Siegel, 2004) e no comportamento alimentar (Takase e Nogueira, 2008),

outros fatores podem estar associados a essas alteracoes.



ARTIGO 2

No presente estudo avaliamos a influéncia da RA crénica nos reflexos
genitais (ER e EJ) de ratos machos submetidos a PSP e desafiados com salina ou
cocaina. Os animais mantidos com comida ad libitum apresentaram 0 mesmo
padrdo de comportamento ja demonstrado em estudos prévios do nosso grupo, ou
seja, a PSP induziu reflexos genitais e a cocaina potencializou esse efeito. Além
disso, esse experimento revelou que a associacdo da PSP com a cocaina promoveu
ER espontaneas também nos ratos RA, no entanto, a propor¢cdo de animais que
apresentaram ER penianas foi menor no grupo RA (40%) em comparacdo com o
grupo que recebeu oferta de comida ad libitum (90%). Em relacdo a frequéncia de
eventos erétil foi de 2,1 + 0,4 no grupo AD e 1,3 + 0,2 nos animais restritos de
comida.

No intuito de reverter o efeito inibitério nas ER produzido pela RA,
oferecemos comida a vontade para o grupo RA somente durante os quatro dias de
PSP. Os resultados demonstraram que houve um aumento da freqiéncia de ER
comparado com o grupo RA gue foi mantido sob RA inclusive durante o periodo de
PSP (ambos desafiados com cocaina), e também apresentou uma resposta similar a
do grupo AD. A fim de investigar o comportamento motivacional, ratos RA e PSP
foram colocados em gaiolas para avaliacdo comportamental contendo comida.
Avaliamos a laténcia para iniciar a ingestdo ou reflexo genital. Os resultados
sugerem que os ratos submetidos a RA desafiados com cocaina ou salina preferiram
comer. No entanto, o grupo PSP-salina ndo apresentou nenhum reflexo genital, e no
grupo PSP-cocaina, a resposta foi similar a observada previamente.

Recentemente, vém crescendo consideravelmente o interesse sobre 0s

possiveis efeitos da RA em varios parametros. A maior parte dessa atengéo tem sido



impulsionada a partir do interesse da sociedade sobre a longevidade e a saude e
bem-estar. Em particular, RA tem sido relatada como sendo a Unica intervencdo que
promove o0 aumento da longevidade e retarda 0s processos relacionados ao
envelhecimento (Mulas et al., 2005). Poucos estudos na literatura relativos ao CS
focaram os efeitos da RA ou privacdo de comida. Por exemplo, Olds (1958ab) e
Herberg (1963) sugerem que a privacao de alimento reduz a motivacdo sexual em
ratos machos (Jarmon e Gerall, 1961). Por outro lado porquinhos da india machos,
privados de alimento por um periodo de 51 horas ndo apresentaram nenhuma
mudanca significativa no desempenho sexual. Esses achados podem ser atribuidos
aos diferentes graus de restricdo alimentar, como sugerido por Sachs (1965). Para
fornecer evidéncias adicionais, Sachs (1965) submeteu 16 ratos a um periodo de
inaninacdo de 1 a 9 dias. Todos os machos copularam depois de trés dias de
privacdo de comida, porém, houve um aumento na freqiéncia de montas sem
intromissdo e também ocorreu um aumento na laténcia de intromissdo, sugerindo
gue a inanicao afetou a resposta sexual inicial.

A diminuicdo do tempo de sono tem sido associada a diferentes
respostas comportamentais (Jarmon and Gerall, 1961; Tufik et al., 1978, 1987,
Velazquez-Moctezuma et al., 1989; Frussa-Filho et al., 2004; Andersen et al., 2005a;
Antunes et al., 2006; Araujo et al., 2006; Fukushiro et al., 2007; Perry et al., 2008).
Desde 2000, nosso grupo tem publicado diversos estudos relatando os efeitos
facilitatorios da PSP nos reflexos genitais (Andersen et al., 2000, 2003, 2005a,
2006b, 2007). Em humanos, ap0s um periodo de privacdo de sono, constatou-se
aumento da intumescéncia peniana (Ferrini-Strambi et al., 1996) e aumento da
fantasia sexual (Dement, 1960). Este efeito também pode ser avaliado em

mamiferos, que em geral apresentam instintos inerentes ao individuo. Esses



instintos (ex. comer/sexo) sdo subjetivos e modulados por diversas variaveis
ambientais. Assim, a sobrevivéncia em condi¢cdes extremas, dita que a alimentacao
devera ser garantida para permitir a reproducédo e perpetuacdo da espécie. Nesse
sentido, a disponibilidade de comida é uma importante pista na regulacdo da
reproducdo (Heideman e Bronson, 1994). Visto que uma diminuicdo de comida
geralmente inibe o desenvolvimento reprodutivo ou regressdo desse sistema em
machos adultos (Jones e Wade, 2002), levando a inibicdo do crescimento somatico,
espermatogénese e sintese de esterdides e diminuicdo do tamanho das gbnadas e
orgaos acessorios (Wayne et al., 1991; Bergendahl e Veldhuis, 1995). Em fémeas a
reducdo na disponibilidade de comida também pode afetar o CS (Gill e Rissman,
1997; Wade e Jones, 2004).

No que se refere a EJ, os ratos submetidos a RA tiveram uma menor
freqiéncia de EJ quando comparados ao grupo AD também submetido a PSP e
administrados agudamente com cocaina. Esses resultados também ocorreram
quando a comida foi disponibilizada nas gaiolas durante a observacao. Contudo,
ratos submetidos a RA apresentaram aumento da EJ quando a comida foi oferecida
ad libitum durante o periodo de PSP, indicando que a oferta abundante de comida
pode reverter os efeitos de um periodo prolongado de RA. Na literatura, as
descricOes das respostas ejaculatérias a RA/privacdo de comida séo divergentes. De
acordo com Sachs (1965), 11 dos 16 ratos ejacularam sem diferencas marcantes
nas medidas de CS quando submetidos a privacdo de comida por 8 ou 9 dias. Além
disso, periodos curtos (0 a 6 dias) de privacdo de comida em ratos machos reduziu a
estimulacdo necessaria para a primeira EJ, sugerindo uma facilitacdo do mecanismo
ejaculatério. Embora ratos que foram submetidos a privacédo de alimento durante 23

horas e posteriormente apresentado a uma fémea receptiva (caixa de Skinner)



adiaram o comportamento operante de se alimentar e comer somente apos a EJ
(Larsson, 1956). Nossos dados mostraram que 0s ratos iniciaram rapidamente a
ingestdo da racao disponivel e ndo apresentaram reflexos genitais. Essa preferéncia
foi demonstrada também no grupo PSP-cocaina. Esses achados podem
possivelmente ser atribuidos a busca pela sobrevivéncia.

O sono pode representar um momento favoravel para a sintese de
proteina cerebral (Nakanishi et al., 1997). As alteracdes da sintese de proteinas
gue ocorrem no cérebro apos a PSP sugerem uma interacdo do sono paradoxal com
0 metabolismo protéico cerebral (Bobillier et al., 1974). A investigacdo da relacdo
entre o sono, comportamento alimentar e metabolismo energético mostrou que
dormir € altamente dependente de um abastecimento energético adequado (para
revisdo ver Drucker-Colin et al., 1979). Além disso, foi demonstrado que a inibi¢do
da sintese de proteina poderia diminuir seletivamente o SP (Guesdon et al., 2005),
sugerindo um vinculo especial entre o SP e o metabolismo protéico (Drucker-Colin et
al.,, 1979). Embora nosso estudo ndo tenha sido centrado nos diferentes
mecanismos neurais que modulam os reflexos genitais em ratos machos privados de
alimento, especula-se que os efeitos da PSP sobre as proteinas cerebrais possam
estar envolvidos.

Como foi apontado por Santos e colaboradores (2004), o CS em ratos
machos submetidos a uma dieta de restricdo caldrica diminuiu significativamente a
resposta erétil e ejaculatoria, mas ndo os componentes envolvidos com a excitagao
sexual. Além disso, a significativa reducéao das concentracdes de testosterona pode
ser relacionada a uma diminuicdo da funcao erétil em ratos mantidos a RA/caldrica,
sugerindo que os efeitos inibitorios sobre reproducéo pode estar relacionado a falta

de alimento.



Os habitos alimentares tém cada vez mais chamado a atencdo das
investigacbes, uma vez que estes tém mudado dramaticamente nas Ultimas
décadas, levando em consideracédo o estilo de vida das pessoas, que tem cada vez
menos tempo de comer refeicbes equilibradas, recorrendo aos fast foods que
normalmente contém alto teor de gorduras e calorias. Essas comidas séo altamente
palataveis, o que estimula o seu consumo, agravando a situacdo ainda mais,
especialmente nas criancas e adolescentes, que adquirem um habito alimentar
pobre que € mantido durante a vida inteira, levando-os a obesidade (Damaso et al.,
2003). Apesar dos avancos na medicina e 0 aumento da expectativa de vida, habitos
sedentarios e uma alimentacdo a vontade com a ingestdo de comidas muito
caloricas € a maior causa de obesidade e esta associada riscos de saude (Das et al.,
2004). No entanto, a RA/caldrica recebeu uma atencao especial nos ultimos anos,
com estudos relacionando a RA com um aumento da expectativa de vida. A RA tem
sido investigada em diferentes comportamentos e parametros bioquimicos, porém
em relacdo ao CS recebeu pouca atencdo experimental. Apesar de os efeitos
facilitatorios da PSP nédo reverterem os efeitos inibitérios da RA na funcéo erétil,
alguns estudos adicionais tém sido realizados em seres humanos, comparando 0s
efeitos entre as espécies, para isolar o efeito da RA/calérica no CS. Em ultima
analise, como sugerido por Gill e Rissman (1997), a busca de alimentos esta
intimamente relacionada com a funcdo reprodutiva e, portanto, se apresenta como

uma estratégia de éxito em mamiferos.



ARTIGO 3

Este estudo foi desenvolvido para determinar as consequéncias da RA
associada ou ndo a PSP no CS de ratos machos. A falta de comida alterou somente
as laténcias para inicio da copula, enquanto que a PSP apresentou efeitos
heterogéneos, porém significativos no CS. Nossos dados demonstram que a
motivacdo e o desempenho sexual, refletida por laténcias de monta e intromissao,
foram reduzidas nos grupos privados de sono, quando comparados aos respectivos
grupos CTRL. No entanto, o numero total de EJ no grupo RA-PSP néo foi
significativamente menor quando comparado ao grupo RA-CTRL. Em relacdo as
dosagens hormonais, observamos que ambos 0s grupos submetidos a PSP tiveram
as concentracdes de testosterona diminuidas em relacdo aos respectivos grupos
CTRL, enquanto que a progesterona apresentou um aumento significativo somente
no grupo RA-PSP em relagdo ao respectivo grupo CTRL.

Manipulacbes dessas variaveis foram concebidas e executadas na
tentativa de ampliar a compreensdo das interagcbes complexas subjacentes a
regulacdo do CS em mamiferos. Nosso grupo tem demonstrado os efeitos da PSP
na fungéo erétil. De fato, a PSP apresenta um efeito facilitatorio sobre os reflexos
genitais em ratos jovens adultos e idosos (Andersen et al., 2002, 2003, 2004). No
entanto, horménios como a progesterona vem sendo estudados por exercerem um
importante papel nesses eventos genitais em ratos machos naives (para revisao ver
Andersen and Tufik, 2006).

Nosso estudo anterior (Artigo 2) o qual demonstramos a influéncia da
RA cronica oferecida em diferentes horarios do ciclo claro-escuro nos reflexos
genitais de machos submetidos a PSP (Alvarenga et al., 2006). Os experimentos
demonstraram que, em contraste do grupo AD, a privacdo de sono, ndo exerceu

nenhum efeito significativo sobre as ER penianas em ratos RA. Na tentativa de



reverter esse efeito inibitério do RA nas ER, foi oferecido comida ad libitum ao grupo
restrito de comida durante os quatro dias de PSP. Os dados mostraram que 0sS
efeitos da RA podem ser reversiveis, em que 80% dos ratos RA apresentaram ER.
Além disso, também procuramos investigar o comportamento motivacional,
colocando comida dentro da gaiola comportamental durante a avaliagao dos reflexos
genitais. Como resultado, os animais do grupo RA apresentaram uma preferéncia
por comer, e houve reducdo dos reflexos genitais. Tomados em conjunto, esses
dados sugerem que a disponibilidade de alimento pode influenciar a ocorréncia de
eventos eréteis, que conseqlientemente afeta a excitacao inicial.

No presente estudo, ambos os grupos RA/AD submetidos a PSP
apresentaram diminuicdo do desempenho sexual, refletida por uma reducdo no
namero total de intromissbes e um aumento das laténcias para iniciar o
comportamento de monta e intromissdo. No entanto, o grupo RA ndo demonstrou
uma diminuicdo no numero total de EJ. Essa resposta do grupo RA pode ter sido
influenciada pela presenca de fémea receptiva que promoveu um aumento no
impulso de sobrevivéncia, como a perpetuacdo da espécie. Sabe-se que esses
fatores (comida/sexo) sdo modulados por inUmeras variaveis ambientais. Assim, 0
alimento devera ser garantido para permitir a reproducao e perpetuacao da espécie
em condi¢cdes extremas. Nesse sentido, a oferta de comida tem uma importante
participacdo na reproducdo (Bronson e Heideman, 1994). Contudo, estudos
anteriores do nosso grupo mostraram que apos periodos mais curtos de privacéao de
sono, nao necessariamente ocorre hiperfagia (Martins et al., 2006, 2008).

Nosso grupo ja demonstrou que a PSP durante 96 horas promove um
efeito facilitatério sobre a erecdo, que pode ser interpretado como um reflexo
motivacional (para revisdo ver Andersen e Tufik, 2006). Em seres humanos, foi

relatado que apos a privacdo de sono ha um aumento da motivacdo representado



pelo aumento da fantasia sexual e da masturbacao (Dement, 1960; Ferini-Strampi et
al., 1996). Porém, a PSP utilizada neste estudo resultou em menor motivacdo e
desempenho sexual. Diante desses achados, especulamos que PSP tem um efeito
mais pronunciado no inicio do comportamento acionando mecanismos de motivagao
sexual (por exemplo, erecédo) do que sobre a real intensidade da atividade sexual
apos um periodo de privacdo de sono. No entanto, quando o contexto envolve a
presenca de uma fémea e todo o repertério de comportamentos intrinsecos a
atividade copulatdria, outros fatores, como fadiga, podem estar presentes. Embora
estresse induzido pela PSP (Andersen et al., 2005b) pode ser colocado como fator
importante na reducéo da resposta sexual, as concentragdes de corticosterona nao
foi estatisticamente diferente entre os ratos mantidos em gaiola moradia e PSP.
Esses achados, embora especulativo, sugerem que a perda de sono per se, em vez
do stress podem influenciar o desempenho sexual dentro desse paradigma.

Em relacdo ao CS, poucos estudos na literatura tém relatado o efeito
da RA. De fato, grande parte dos estudos que foram publicados décadas atras estao
sendo retomados agora devido aos efeitos benéficos da RA/calorica relacionados
com os processos do envelhecimento. Olds (1958ab) e Herberg (1963) sugeriram
que a privacao total de alimento reduz a motivacdo sexual em ratos machos. Neste
sentido, uma diminuicdo do aporte alimentar pode inibir o desenvolvimento
reprodutivo ou causar regressao do sistema reprodutivo em machos adultos (Wade e
Schneider, 1992). Em roedores machos (jovens ou adultos) a diminuicdo da
disponibilidade alimentar inibe o crescimento somatico, o tamanho das génadas e
orgdos acessorios, espermatogénese, e esteroidogénese (Wayne et al.,, 1991;
Bergendahl e Veldhuis, 1995). Nossos achados sugerem que as respostas
observadas no comportamento de copula podem estar relacionadas a discretas,

porém importantes alteracbes hormonais.



Além de provocar mudancas no CS de ratos, a PSP e a RA também
podem influenciar fortemente o0s horménios esterdides. Nosso grupo tem
demonstrado consistentemente os efeitos da PSP no perfil hormonal de ratos
machos naives. A PSP causa reducdo de testosterona e aumento dos niveis de
progesterona (Andersen et al.,, 2002, 2003, 2004b, 2005b, 2007). Corroborando
esses achados prévios, no presente estudo também foi observado uma diminuicao
das concentracdes de testosterona em ambos o0s grupos privados de sono
independente da disponibilidade de alimento. Curiosamente, a progesterona
somente foi alterada no grupo RA-PSP. De fato, este achado mostrou que a reducéo
das concentracdes de testosterona segue um paralelo com o CS neste contexto. Os
ratos submetidos a PSP apresentaram diminuicdo do numero de intromissoées,
levando a menor resposta sexual, o que indica a importancia dos androégenos na
regulacdo do comportamento copulatorio em machos.

Em resumo, a ingestado alimentar e o CS sdo dependentes da acéo
combinada de varios fatores que integram uma complexa cascata de eventos que
envolvem hormoénios e contextos ambientais. O presente estudo revelou que,
embora RA apresente efeitos como aumento na expectativa de vida e diminuicdo da
laténcia para monta e intromissdo, quando em uma condicdo experimental
associada a falta de sono, o organismo sobrepde a diminuicdo do desempenho
sexual representado pelo aumento da laténcia para iniciar a monta e intromissédo. No
entanto, os animais RA ndo apresentaram diminuicdo do numero de EJ, indicando
que a RA minimizou os danos causados pela PSP, possivelmente para manter a

perpetuacdo da espécie numa situacao adversa.



7. CONCLUSOES



O estudo dos efeitos da restricdo alimentar crénica associada ou ndo a
privacdo de sono paradoxal, através da avaliacdo sobre o padrdo de sono, resposta

sexual e perfil hormonal, demonstrou que:

1) A restricdo alimentar provocou marcantes alteragdes na arquitetura
do sono, em virtude do aumento do tempo de sono durante o periodo escuro e
diminuicdo durante a fase clara, efeito oposto ao padrdo normal apresentado por

esses animais.

2) Os animais quando restritos de alimento e submetidos a privagao
de sono paradoxal ndo apresentaram reflexos genitais (erecdo e ejaculacdo), no
entanto esse efeito foi revertido quando os animais tiveram oferta de comida ad

libitum durante o periodo de privacdo de sono.

3) A restricdo alimentar per se somente alterou a motivagdo para
iniciar o comportamento de cOpula, representada pela diminuicdo da laténcia de
monta. Quando associada a privacdo de sono paradoxal, 0s animais apresentaram
uma diminuicdo do desempenho e da motivacdo sexual. Contudo, a restricao
alimentar minimizou os danos causados pela privagdo de sono, uma vez que
somente os ratos restritos de comida quando associados a privagdo de sono néo

apresentaram diminuicdo do numero de ejaculagdes.

4) A privacdo de sono paradoxal diminuiu as concentracdes de
testosterona em ambos os grupos (ad libitum e restrito de alimento), no entanto,
somente 0 grupo restrito de comida quando associado a privacdo de sono paradoxal

apresentou um aumento nas concentracdes séricas de progesterona.



Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes experimentais do
presente trabalho, conclui-se que a restricdo alimentar € um fator relevante no ciclo
vigilia-sono promovendo marcantes alteracfes na arquitetura de sono desses
animais. Além disso, a restricdo alimentar quando associada a falta de sono alterou
a resposta sexual e o perfil hormonal desses animais, no entanto a restricao
alimentar evitou os danos acarretados pela privacdo de sono preservando o
mecanismo ejaculatorio, sugerindo uma alternativa para sobrevivéncia e assim, a

perpetuacdo da espécie.
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Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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