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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a capacidade da restricdo de sono (RS)
gerar estresse oxidativo (EO) no cérebro e no sangue de ratos submetidos a
restricdo de sono por 72 horas, avaliar a influéncia do teste do labirinto em cruz
elevado (LCE) na geracdo do EO sistémico e cerebral e verificar o
comportamento do rato dentro do LCE. Foram utilizados 64 ratos Wistar macho
com peso entre 200g — 250g. Para os testes os animais foram divididos em
quatro grupos: controle, LCE, RS e RS submetido ao LCE. Apds o0s
experimentos os ratos foram imediatamente sacrificados e realizados as
andlises de estresse oxidativo com as amostras de cérebro e sangue
coletadas. O teste do LCE mostrou que a RS nédo gerou ansiedade nos ratos,
mas prejudicou sua atividade motora (t [30] = 2,362; p=0,02). A lipoperoxidacao
do cérebro dos ratos indica que os animais submetidos ao LCE por 5 minutos
foram o0s que apresentaram maior lesdo oxidativa (p<0,0001). Em
contrapartida, os ratos RS aparentemente ndo sofreram lipoperoxidacdo de
suas estruturas celulares. Os niveis de TRAP e GSH no cérebro néo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos. E o nivel de nitrito
cerebral ndo foi alterado por 72h de RS. No entanto os animais que passaram
pelo teste do LCE durante 5 minutos apresentaram uma reducdo das
concentrac6es de NO neste tecido (p<0,006). Sistemicamente a QL induzida
por t-butil mostra que o grupo que apresentou maior lipoperoxidagao foi os que
sofreram a RS por 72h. Em contrapartida, 5 minutos no LCE também foram
suficientes para que ocorresse 0 ataque de espécies reativas de oxigénio. Ja a
lipoperoxidacdo do plasma mostra novamente que o teste do LCE sozinho
gerou maior estresse oxidativo em relacdo aos outros grupos. Sistemicamente
a capacidade antioxidante total ndo foi alterada pela RS por 72h. A analise da
concentracdo de GSH das hemacias mostra que o teste do LCE por 5 minutos
elevou seu nivel no sangue dos ratos submetidos ao LCE. A andlise da
producdo de NO plasmaético revela que o grupo LCE apresentou maior sintese
de NO (p<0,003) e que a RS ndo alterou as concentracdes de NO no plasma
dos ratos. Estes resultados revelam que tanto a RS quanto o LCE gera
estresse oxidativo em diferentes propor¢des dependendo do tecido analisado.
No cérebro apenas o LCE provocou lesBes oxidativas, entretanto, quando o
sangue do animal é analisado, tanto a RS quanto o LCE geraram estresse
oxidativo nas hemacias e no plasma, evidenciando um estresse sistémico.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the ability of SD to generate
oxidative stress (OS) in the brain and blood of rats subjected to SD for 72 hours
to assess the influence of test elevated plus maze (EPM) in the generation of
systemic and cerebral OS and verify the behavior of rats in the EPM. We used
64 male Wistar rats weighing between 200g - 250g. For testing the animals
were divided into two groups, the SD (n = 32) and controls (n = 32). These
groups were divided into two subgroups after testing where the SD one
subgroup (n = 16) was sacrificed and the other (n = 16) passed the test of EPM
and was immediately sacrificed and performed biochemical analysis of the
samples collected. The EPM test showed that the SD did not cause anxiety in
mice, but it impaired his motor activity (t [30] = 2.362, p = 0.02). Lipid
peroxidation of the brain of mice indicates that the control animals subjected to
EPM for 5 minutes were presented the highest oxidative injury (p <0,0001). In
contrast, the SD rats apparently did not suffer injury of their cellular structures.
The levels of TRAP and GSH in the brain showed no significant differences
between the groups. And the level of brain nitrite was not changed for 72 of SD.
However the rats that stood the test of the EPM for 5 min, showed a reduction
in the concentrations of NO in their tissue (p<0.006). Systemically the
chemiluminescence-induced t-butyl shows that the group had a higher lipid
peroxidation were those who suffered for 72 SD. In contrast, 5 minutes in the
EPM were also sufficient for the attack caused by reactive oxygen species.
Since the lipid peroxidation of plasma shows again that the test of EPM alone
caused increased oxidative stress in relation to other groups. Systemically total
antioxidant capacity was not altered by SD for 72 hours. The analysis of the
GSH concentration of red blood cells shows that the test of the EPM for 5
minutes increased its level in the blood of control rats submitted to EPM.
Analysis of NO production in plasma shows that the group that has stood the
test of the EPM for 5 minutes showed higher synthesis of NO (p <0.003) and
that SD did not alter the concentrations of NO in the plasma. In the brain only
EPM caused oxidative damage, however, when the animal's blood is analyzed,
both the SD and the EPM generated oxidative stress in erythrocytes and
plasma, indicating a systemic stress.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1- O Sono e a Restricdo de Sono

‘O sono € um estado ordinario de consciéncia, complementar ao da
vigilia (ou estado desperto), em que h& repouso normal e periddico,
caracterizado, tanto no ser humano como nos outros animais superiores, pela
suspensao temporéaria da atividade perceptivo-sensorial e motora voluntaria.
Trata-se de um processo ativo envolvendo multiplos e complexos mecanismos
fisiolégicos e comportamentais em varios sistemas e regifes do sistema

nervoso central” (INSTITUTO DO SONO).

Dormir ndo é necessario apenas para que haja um descanso fisico e
mental. E durante o sono que importantes processos metabolicos ocorrem e
que, se alterados, podem afetar a homeostase de todo o organismo. Estudos
mostram que quem dorme menos do que 0 necessario tem menor vigor fisico,
envelhece mais precocemente, esta mais propenso a infeccdes, a obesidade, a
hipertensdo e ao diabetes (CRONFLI, 2002). Durante 0 sono que O NOSSO
organismo realiza funcdes importantissimas com consequéncias diretas a
saude como o fortalecimento do sistema imunoldgico, secrecéo e liberacdo de
horménios (horménio do crescimento, insulina e outros), consolidacdo da

memoria e descanso da musculatura (CRONFLI, 2002).

O sono nos seres humanos é dividido habitualmente em duas fases
principais: sono REM (Movimento Rapido dos Olhos) e o sono ndo-REM. O
sono nao-REM, que apresenta ondas sincronizadas no eletroencefalograma,

pode ser subdividido em quatro fases: estagios 1 e 2, e estagios 3 e 4. Estes
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altimos, em conjunto, sdo conhecidos como sono delta ou sono de ondas
lentas. As fases seguem uma sequéncia na qual existe uma predominancia do
sono delta durante a primeira metade da noite e eventos mais prolongados e
frequentes de sono REM durante o ultimo ter¢co da noite, como mostra a figura
1 (PALMA et al., 2007). O sono evolui em ciclos de fases ndo-REM e REM e
durante esses ciclos eventos fisiologicos especificos ocorrem, tais como a
liberacdo do hormdnio do crescimento (GH) durante o sono delta, ao mesmo
tempo em que se observa uma atividade reduzida do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) (BORN & FEHM, 2000). J&4 o sono REM, ou sono paradoxal,
caracteriza-se pela baixa amplitude e alta frequéncia das ondas cerebrais,
episodios de movimentos oculares rapidos (dai a sigla em inglés, REM) e
atonia muscular. Além disso, este estagio é denominado também de sono dos
sonhos, uma vez que é o periodo no qual estes ocorrem. Em um individuo
normal, o sono ndo-REM e o sono REM alternam-se ciclicamente ao longo da
noite repetindo-se a cada 70 a 110 minutos, com 4 a 6 ciclos por noite

(INSTITUTO DO SONO). O numero destes ciclos tende a diminuir com a idade.

Vigilia

oWy e
R ey

Fases do sono E

Horas de Sono

Figura 1 - Representacdo de um hipnograma obtido durante uma noite inteira de sono
(PALMA et al., 2007).
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A gquantidade ideal de horas de sono varia em cada pessoa. Em geral, a
meédia da populacdo adulta necessita de 7 a 8 horas de sono diarias. J4 as
criancas possuem um periodo de sono mais prolongado variando de 9 a 11
horas de sono. Se elas ndo dormem o suficiente isso pode acarretar em
irritacdo, comprometimento de seu crescimento (devido a diminuicdo do GH),

do aprendizado e da concentracdo (CRONFLI, 2002).

A secrecgéo do fator de liberacdo da corticotrofina (CRF), o hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH), o cortisol ou corticosterona, a noradrenalina e a
adrenalina (Figura 2), relacionam-se também com o ciclo sono-vigilia, mas é

principalmente controlada pelo ritmo circadiano (PALMA et al., 2007).

Hipotalamo

Hipdfise
anterior

Glandula
adrenal

Cortisol

Mudangas fisiolégicas
de apoio a resposta
de luta-ou-fuga

Figura 2 — Esquema da liberacdo do cortisol pelas supra-renais através da
ativacdo do eixo HPA.



21

Dessa forma, o pico da atividade do eixo HPA e do sistema nervoso
autbnomo simpatico ocorre pouco tempo antes do periodo ativo e 0 momento
de menor atividade é observado pouco antes do sono (BORN & FEHM , 2000),
(Figura 3). Assim, uma boa qualidade do sono é vital para que o sistema seja
ativado quando necessario, mas tdo importante quanto € que o sistema seja
desativado assim que a situacdo de estresse esteja controlada, através da
secrecdo do glicocorticoide cortisol (em primatas e seres humanos) ou

corticosterona (em roedores) (PALMA et al., 2007).

Cortisol Plasmatico

g g g 2 g 8 é
= B ) ] g b1

Periodo do dia

Figura 3 - Padrdo caracteristico da secre¢do diaria de cortisol em um individuo
saudavel (PALMA et al., 2007).
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As Fases do Sono (CRONFLI, 2002):

+ Sono N&ao-REM (Fase 1) - Melatonina é liberada, induzindo o sono
(sonoléncia).

+ Sono Ndo-REM (Fase 2) — Diminui o ritmo cardiaco e respiratério (sono
leve), relaxam-se os musculos e cai a temperatura corporal.

+ Sono Ndo-REM (Fases 3 e 4) - Pico de liberacdo do GH e da leptina
(sono profundo). O cortisol comecga a ser liberado até atingir seu pico, no
inicio da manha.

+ Sono REM - E o pico da atividade cerebral, quando ocorrem os sonhos.
O relaxamento muscular atinge o maximo, voltam a aumentar as

frequéncias cardiaca e respiratoria.

O ciclo sono-vigilia também € regulado pela secrecdo de melatonina (N-
acetil-5-metoxitriptamina). Ela é sintetizada pela glandula pineal através da
conversédo do triptofano em serotonina e esta em melatonina (CLAUSTRAT et
al., 2005). Sua secrecdo ocorre exclusivamente a noite, iniciando-se cerca de 2
horas antes do horario habitual de dormir, induzindo o sono (DAWSON &
ARMSTRONG, 1996; LACK & WRIGHT, 2007) e atingindo niveis plasmaticos
maximos entre 03:00 e 04:00 horas (CLAUSTRAT et al., 2005). Depois de
secretada, se distribui por varios tecidos corporais e ndo € estocada, sendo
metabolizada pelo figado (REITER, 1991). Ela apresenta alta solubilidade em
lipideos, o que facilita sua passagem através das membranas celulares

(CLAUSTRAT et al., 2005; PARDRIDGE & MIETUS, 1980).
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A sonoléncia e diminuicAo da temperatura corporal estdo
intrinsecamente relacionadas com o aumento da concentracdo de melatonina
(DIJK & CAJOCHEN, 1997; STRASSMANN et al., 1991). A teoria mais aceita é
que a melatonina induz o sono através da vasodilatacdo o que provoca a
reducdo da temperatura corporal, e também por atuar nos centros do sono do

hipotalamo (VAN SOMEREN, 2000).

Estima-se que cerca de 16 a 40% da populacdo sofra de algum disturbio
do sono (INSTITUTO DO SONO). Devido a isto estudos relacionados com o
sono ou a falta dele sdo de extrema importancia ja que o sono é responsavel
por inimeras fungbes que contribuem para a regulagdo da homeostase do

organismo.

A restricdo do sono pode ser entendida, portanto, como a falta da
quantidade de sono necessaria por uma pessoa. Ela pode ocorrer devido a
uma duracéo do sono insuficiente (privacdo de sono quantitativa), a um periodo
sono fragmentado (privacdo de sono qualitativa) ou uma combinacao dos dois

fatores (MALIK & KAPLAN, 2005).

Disturbio ou perda de sono € um problema comum nos dias atuais
(MIZOGUCHI et al., 2002). O tempo médio disponivel para uma noite de sono
esta diminuindo na populacdo humana como consequéncia de uma maior
demanda do estilo de vida (RAJARATNAM & ARENDT, 2001). A perda de
sono, que resulta do aumento da carga de trabalho, turno de trabalho e vérias
outras mudancgas impostas pela sociedade moderna podem representar uma

séria ameaca para a saude e bem estar (CIRELLI, 2006).



24

O sono tem importantes funcées homeostaticas, e a RS é um estressor
que traz consequéncias para o cérebro, bem como o0s varios sistemas
corporais (McEWEN, 2006). Ela € considerada um fator de risco que leva ao
aparecimento de diversas doencas. Disturbios do sono sdo responsaveis por
prejudicar as funcbes metabodlicas e enddcrinas, bem como causar uma
diminuicdo do peso corporal apesar do aumento da ingestdo de comida em
alguns individuos (ANDERSEN et al., 2005), inicial hipertermia seguida de
hipotermia (EVERSON et al.,, 1989), aumento nos niveis de ansiedade
(OBERMEYER et al., 1991), diminuicdo da atividade locomotora, irritabilidade
(SILVA et al., 2004), baixo rendimento (ANDERSEN et al., 2000) e

enfraquecimento do sistema imunolégico (McEWEN, 2006).

Estudos prévios também mostram que a RS leva a danos
comportamentais (RIAL et al., 2007; SUCHECKI et al., 2002), hormonais (RIAL
et al., 2007; SUCHECKI et al., 2002; KNUTSON ET AL., 2007) e alteracdes
neuroquimicas (STEIGER, 2007; SEI et al., 2000) nos animais. Outros riscos
provocados pela falta de sono a curto prazo sdo cansacgo e sonoléncia durante
o dia, alteracdes repentinas de humor, perda da memoria de fatos recentes,
comprometimento da criatividade, reducdo da capacidade de planejar e
executar, lentiddo do raciocinio, desatencdo e dificuldade de concentracdo

(Mcewen, 2006).

Alem disso, a RS continua e persistente intensifica o risco a saude, gera
depressao, ansiedade, alteracdes no humor e psicoses que parecem compor
processos patolégicos (OBERMEYER et al., 1991; RIAL et al.,, 2007,

SUCHECKI et al., 2002; KNUTSON et al., 2007).
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Dados clinicos tém mostrado que a RS provoca déficits de
aprendizagem e memoria (TILLEY & EMPSON, 1978; HARRISON & HORNE,
2000; MEDNICK et al., 2002). Além disso, numerosos estudos demonstraram
gque a RS em animais de laboratério produzem perda da memoria, em varios
modelos comportamentais como nos testes de esquiva (HARRIS et al., 1982;

BUENO et al., 1994; SMITH & KELLY, 1998).

Outra caracteristica relacionada com a RS € que ela prejudica a
producéo e liberacdo de horménios. O hormonio do crescimento (GH - Growth
Hormone) chega a atingir seu pico maximo na primeira metade do periodo de
sono (JANET et al.,, 2009), aproximadamente meia hora apdés uma pessoa
dormir. Ele ajuda a manter o ténus muscular, evita o acumulo de gordura,
melhora o desempenho fisico e combate a osteoporose. Portanto, durante a
RS a liberacdo de GH é substancialmente prejudicada. A leptina, um horménio
secretado pelos adipocitos que sinaliza a sensacdo de saciedade para o
cérebro, é reduzida na circulacdo periférica durante a RS aguda
(MULLINGTON et al., 2003; SPIEGEL et al., 2004). A grelina, um horménio que
sinaliza fome para o cérebro, estd aumentada durante a RS parcial. A
combinacdo da reducdo do metabolismo produzida pela RS e aumento do
apetite possivelmente leva ao ganho de peso e pode contribuir com a
obesidade e o desenvolvimento da sindrome metabdlica (SPIEGEL et al.,
2004). Com a reducao das horas de sono, a probabilidade de desenvolver
diabetes também aumenta. A falta de sono inibe a producdo de insulina pelo
pancreas, além de elevar a quantidade de cortisol, 0 horménio do estresse, que

tem efeitos contrarios aos da insulina, fazendo com que se eleve a taxa de
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glicose no sangue, o que pode levar a um estado pré-diabético ou, mesmo, ao

diabetes, propriamente dito (CRONFLI, 2002).

Outros hormoénios que tem sua producéo alterada pela RS sdo os
horménios da tiredide. O nivel do hormdnio tireoestimulante (TSH) secretado
pela hipéfise é elevado durante a RS (PALMBLAD et al., 1979; SADAMATSU
et al., 1995). O TSH estimula a tiredide a produzir os horménios tiroxina ( T4) e
triiodotironina (T3), que inibem a producdo de TSH, fazendo, assim, com que
haja sua regulacdo (mecanismo de feedback); porém, se esta regulacédo for
prejudicada poderd haver uma hiper ou hipofuncdo da tiredide, o que
acarretard em disturbios das suas funcdes (PALMBLAD et al., 1979;

RADOMSKI et al., 1992).

Um estudo feito com mais de 5500 homens e mulheres, que dormem
menos de 6 horas por noite, mostra que eles tém 66% mais chances de
desenvolver hipertensdo do que individuos que dormem de 7 a 8 horas por
noite (GOTTLIEB et al., 2005). A curta duracdo do sono esta associada com o
aumento do risco de desenvolver futura doenca coronariana e o0
desenvolvimento de diabetes nas mulheres (AYAS et al., 2003) e baixa
tolerancia a glicose em homens e mulheres (GOTTLIEB et al., 2006). Janet e
colaboradores (2009) mostram que a curta duracdo do sono também esta

associada a sindrome metabdlica em individuos entre 30 e 54 anos de idade.

Recentes estudos mostram que a RS por 72 horas elevou os niveis de
corticosterona e provocou uma reducdo significativa no numero de novas

células cerebrais produzidas no hipocampo (regido do cérebro ligada a
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formacéo de novas memorias) (GUZMAN-MARIN et al. 2007). A Corticosterona
€ um horménio da classe dos glicocorticéides liberado pelo cértex das adrenais
de animais e é o principal indicativo de estresse, uma vez que 0 estresse

aumenta a producao de corticosteroéides.

A atividade do eixo HPA é governada pela secrecdo do hormdnio
liberador de corticotropina e vasopressina pelo hipotalamo, os quais, por sua
vez, ativam a secrecdo do hormbnio adrenocorticotrépico (ACTH) pela
pituitaria, que finalmente estimula a secre¢do de glicocorticoides pelo cortex
adrenal (NEMEROFF, 1996). Os glicocorticéides interagem com seus
receptores em mudltiplos tecidos-alvo, incluindo o eixo HPA, onde sé&o
responsaveis pela inibicdo negativa por feedback da secrecdo do ACTH pela
pituitaria e do CRF a partir do hipotdlamo. Embora os glicocorticoides regulem
a funcdo de quase todos os tecidos do corpo, o efeito fisiologico mais
conhecido desses hormonios é a regulacdo do metabolismo energético. Uma
de suas principais tarefas € aumentar a glicose no sangue para fornecer

energia aos musculos e nervos.

O estresse induzido pela RS também altera a concentracdo do
neurotransmissor GABA (Acido y-Aminobutirico) nos animais, sugerindo um
papel do mecanismo GABAérgico nas mudancas induzidas pela RS, nas
alteragcbes comportamentais e dano oxidativo nos animais (KALONIA &
KUMAR, 2007). Ele é o principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso
central (SNC) e esta distribuido irregularmente no cérebro com alta densidade
no cortex frontal, hipocampo e cerebelo (PAREDES & AGMO, 1992; RABOW

et al.,, 1995). Diversas regides moduladoras sao identificadas no complexo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicocortic%C3%B3ides
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3rtex
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receptor GABA,a, incluindo benzodiazepinas, barbitdricos e esterdides
(PAREDES & AGMO, 1992; RABOW et al., 1995). Ha grandes evidéncias que
sugerem que o estresse e possivelmente a ansiedade podem afetar o sistema
GABA. Desta forma pode-se dizer que a RS é um estressor que leva a
alteracdes metabdlicas e enddcrinas relevantes, que podem trazer riscos para

a saude fisica e mental do ser humano.
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1.2 - O estresse oxidativo (EO)

O desequilibrio entre a formagdo e a remocao dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos ou do
aumento da geracao de espécies oxidantes, gera um estado pré-oxidante que
favorece a ocorréncia de lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas
celulares, inclusive podendo resultar na morte celular (GUTTERIDGE, 1993;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1991). Este tipo de lesdo oxidativa é definida
como estresse oxidativo, que designa uma condicdo na qual ocorre um
desequilibrio entre as concentracfes de espécies pré e antioxidantes (SIES,

1986).

O organismo humano estd sujeito ao estresse oxidativo causado por
ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) que sao radicais livres
provenientes do meio ambiente ou gerado pelo préprio organismo. Entre as
biomoléculas alvo dessas espécies encontram-se as que compdem
membranas celulares, proteinas, DNA e RNA. O termo radical livre refere-se a
atomo ou molécula altamente reativa, que contém numero impar de elétrons
em sua Uultima camada eletrdnica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990;
HALLIWELL, 1992). Sdo estes elétrons ndo emparelhados da Ultima camada

que conferem alta reatividade a esses atomos ou moléculas.

Neste estudo foi analisada a geracdo de estresse oxidativo sistémico e
cerebral. Para se avaliar o estresse sistémico foi utilizado o sangue, sendo este
dividido em plasma e eritrocitos. As hemdcias constituem bons modelos

experimentais para o estudo dos mecanismos de lesdo oxidativa provocados
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por radicais livres em biomembranas, pois s&@o susceptiveis ao estresse
oxidativo (ZOU et al. 2001). A integridade das hemacias reflete o grau das
alteracbes sistémicas ocorridas dentro de um organismo. A perda da
capacidade da heméacia de moldar-se dentro do vaso sanguineo é resultado da
lipoperoxidacdo de sua membrana (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Ja o
cérebro € sensivel ao dano oxidativo devido a uma abundante presenca de
acidos graxos poliinsaturados, uma deficiente defesa antioxidante, grande
utilizacdo de oxigénio devido ao seu alto metabolismo, alta concentracdo de
metais de transicdo, como cobre e ferro, em diversas regibes o0s quais
participam da reacdo de Fenton formando radical hidroxila (HALLIWELL et al.,
1992; DRINGEN et al., 2005). A reacédo dos radicais livres com as estruturas
celulares de diversos sistemas e O6rgdos ocorre de maneira diferente

dependendo do tecido analisado.

As principais ERO sao: hidroxila (HO"), superéxido (O,7), Oxigénio
singlet (*O,) e peréxido de hidrogénio (H.O,). Dentre as ERN incluem-se o
oxido nitrico (NO’), 6xido nitroso (N,O3), acido nitroso (HNO,), nitritos (NO3"),
nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOO™) (HALLIWELL, 1999). Enquanto alguns
deles podem ser altamente reativos no organismo atacando lipidios, proteinas
e DNA, outros séo reativos apenas com os lipidios. Existem ainda alguns que

Sao pouco reativos, mas apesar disso podem ser geradores de novos radicais.
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1.3.1 - Radical hidroxila (OH")

E considerada a ERO mais reativa em sistemas biologicos, pois devido a
sua meia-vida muito curta dificimente pode ser sequestrado in vivo. A
combinacdo extremamente rapida do OH’ com metais ou outros radicais no
proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se a
hidroxila for produzida préximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal,
poderdo ocorrer modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a
inativagdo ou mutacdo do DNA. Além disso, a hidroxila pode inativar varias
proteinas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas
(-SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também pode iniciar a oxidagdo dos acidos
graxos poliinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidagao)

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986).

O radical HO" é formado no organismo principalmente por dois
mecanismos: reacao de H,O, com metais de transicdo e hemolise da agua por
exposicdo a radiacdo ionizante (Equacdo 1) (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1992). O peroxido de hidrogénio isoladamente é praticamente in6cuo, porém
pode se difundir facilmente através das membranas celulares como, por
exemplo, a membrana do nucleo. Devido ao fato da célula possuir metais de

transicao, ocorre geracdo do radical HO" em seu interior (HUSAIN et al., 1987).

HO0 =S HO' + H°
(Equacéo 1)

Em nosso organismo, 0os metais de transicdo mais importantes para a

ocorréncia dessa reacdo sdo Cu'' e Fe?". Nesse sistema, a importancia do
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ferro € mais pronunciada devido a sua maior biodisponibilidade e, no
organismo, na maior parte do tempo ele encontra-se complexado com
proteinas de transporte (ex. transferrina), e armazenamento (ex. ferritina e
hemosiderina). A reacéo do Fe?* com o H,0, (reacéo de Fenton) pode ser vista
a seguir (Equacéo 2):

Fe*+ H O, —= Fz™+ HO + HOr ~
tHE i i (Equacéo 2)

1.3.2 - Anion Superéxido (O,7)

O radical anion superéxido (02" 7) ao contrario da maioria dos radicais
livres € inativo. Em meio aquoso, sua reac¢ao principal é a dismutacao, na qual
se produz uma molécula de peréxido de hidrogénio e uma molécula de
oxigénio (Equacdo 3). O radical anion superéxido (O2" ) participa de certos
processos quimicos importantes no contexto biolégico. O principal deles é
auxiliar na producéo de radical HO', através da reducédo de quelatos de Fe (llI)
(Equacdo 4), formando Fe*? . Assim, o HO' pode ser obtido através da reacéo
de Haber-Weiss (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1992; KEHRER, 2000)
(Equacdo 5). O radical anion O,"~ também reage com o radical HO" produzindo
oxigénio singlet 'O, (Equacdo 6) e com o o6xido nitrico (NO") produzindo
peroxinitrito (ONOO") (Equacgéo 7).

20+ 2H —= HO, + 0 .
- = (Equacéo 3)

Fe* + O === [Fe™ - O, +—» Fe™ - 0] ===Fe> + O

" (Equagéo 4)
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0+ HO. 25 HO" + HO 2 O. y
- - - (Equacéo 5)

0=+ '0H — '0, + HO’ .
- - (Equacéo 6)

NO' + Q= —— ONOO-
) (Equacéo 7)

7

Além disso, o radical O," ~ presente no organismo é eliminado pela
enzima superoxido dismutase, que catalisa a dismutacdo de duas moléculas de
O," ~ em oxigénio e peroxido de hidrogénio (Equacéo 8). Este ultimo, quando
nao eliminado do organismo pelas enzimas peroxidases e catalase, pode gerar
radicais hidroxila (HALLIWELL et al., 2000), como descrito anteriormente.
Apesar destes efeitos danosos, o radical O, tem importancia vital para as
células de defesa e sem ele o organismo esta desprotegido contra infeccdes
causadas por virus, bactérias e fungos. O radical O," ~ é gerado, in vivo, por
fagécitos ou linfocitos e fibroblastos durante o processo inflamatoério, para
combater corpos estranhos.

20+ 2H — HO, +0, .
- = “ (Equacao 8)

1.3.3 - Oxigénio singlet (*O,)

A forma mais deletéria do oxigénio ao organismo € 0 oxigénio singlet
(*0,), pois é a causa ou o intermediario da toxicidade fotoinduzida do O, em
organismos vivos. O seu tempo de meia-vida depende muito do meio onde se

encontra. Em meio aquoso, sua meia-vida € muito pequena, pois ele se choca
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com as moléculas de H,O transferindo sua energia, desativando-se. Porém, em
meio organico, a meia-vida do oxigénio singlet € maior e, portanto, pode causar
algumas reacdes quimicas com determinados aceptores por incorporacdo do

O..

O oxigénio singlet reage com algumas classes de biomoléculas e, em
geral, essas reacdes sdo do tipo eno e dieno (reagbes de Diels-Alder)
(Equacdo 9). Os compostos naturais mais reativos frente ao 'O, sdo os
carotendides, devido as multiplas insaturacdes conjugadas. Assim, o 'O, reage
mais lentamente com os acidos graxos que com o B-caroteno, e quanto maior o
namero de insaturacdes presentes nos acidos graxos, mais rapidamente eles
irdo reagir (LARSON, 1997).

L

g ~C

(Equacéo 9)

1.3.4 - Peroxido de hidrogénio (H205)

O peroxido de hidrogénio (H,O,) € pouco reativo frente as moléculas
organicas na auséncia de metais de transicdo. No entanto, exerce papel
importante no estresse oxidativo por ser capaz de transpor as membranas
celulares facilmente e gerar o radical hidroxila. Ele somente oxida proteinas
que apresentem residuos de metionina ou grupos tiol muito reativos, GSH por

exemplo. O H,O, é gerado, in vivo, pela dismutacdo do radical &nion
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superéxido (O,") por enzimas oxidases ou pela B-oxidacdo de acidos graxos.
As mitocondrias sdo importantes fontes de O," ~ e, como a presenca deste
anion-radical pode causar seérios danos, elas sdo ricas em superoxido
dismutase (SOD) que o converte em H,0O,. O perédxido de hidrogénio gerado é
entdo parcialmente eliminado por catalases, glutationa peroxidase e
peroxidases ligadas a tioredoxina, mas como essa eliminacdo tem baixa
eficiéncia, grande parte do H,O, é liberado para a célula (HALLIWELL &

CLEMENT, 2000).

O HyO, é utilizado pelos fagocitos na producdo de acidos
hipoalogenosos, que sdo oxidantes muito efetivos no combate a virus,
bactérias e outros corpos estranhos, mas que por outro lado apresentam
efeitos deletérios quando expostos as moléculas biologicas (VOGT, 1995;

HALLIWELL & CLEMENT, 2000).

1.3.5 - O 6xido nitrico (NO)

O NO é um radical livre gasoso, inorganico, incolor, que possui um
elétron desemparelhado (BECKMAN & KOPPENOL, 1996). Ele também é
considerado um mensageiro intercelular no cérebro e tem um papel crucial em
diversos processos fisioldgicos e patologicos (CAHUANA et al., 2004; GOW et
al., 2004). Furchgott e Zawadski (1980) descobriram os efeitos do NO e desde

entdo ele tem sido alvo de varias pesquisas.
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A sintese do NO resulta da oxidacdo da L-arginina, que € convertida em
L-citrulina. Esta reacédo é catalisada pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS)
(MARLETTA, 1993; MONCADA, et al. 1991). A NOS possui isoformas que sao
agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva, dependente de ions calcio
(cNOS, nNOS ou NOS I, eNOS ou NOS Il1), que estédo envolvida na sinalizacao
celular, e a NOS induzivel (i-NOS ou NOS II), produzida por macréfagos e
outras células ativadas por citocinas (MARLETTA, 1994; MONCADA, et al.

1991).

Todas as isoformas de NOS podem ser inibidas por analogos da
arginina. O principal deles é o N°-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME). Este
analogo compete com a L-arginina e age como inibidor estereoespecifico da
NOS (MONCADA et al. 1991; REES et al., 1990). Outro inibidor importante € a
aminoguanidina que também é capaz de inibir a NOS e apresenta uma relativa

seletividade para i-NOS (SZABO, 1995).

O oxido nitrico ndo é suficientemente reativo, mas pode reagir com o
radical anion superéxido O, gerando peroxinitrito (ONOQ"). Esse ultimo, por
sua vez, pode sofrer reacbes secundarias formando agentes capazes de nitrar
aminoacidos aromaticos (HALLIWELL, 1999; HALLIWELL & CLEMENT, 2000;

EISERICH et al., 1996).
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1.3.6 - Estratégias da defesa antioxidante

“‘Antioxidante é qualquer substancia que, presente em baixas
concentracbes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a

oxidagao deste substrato de maneira eficaz” (SIES & STAHL, 1995).

Devido a producdo diaria de radicais livres durante 0s processos
metabdlicos o organismo precisou desenvolver mecanismos de defesa
antioxidante para limitar os niveis intracelulares de espécies reativas e impedir
a lesédo celular (SIES, 1993). Portanto, os antioxidantes sdo agentes
responsaveis pela inibicdo e reducéo das lesbes causadas pelos radicais livres
nas células. Eles podem ser classificados em antioxidantes enziméticos ou

nao-enzimaticos:

1) Antioxidantes enziméaticos: superéxido dismutase, catalase, NADPH-
guinona oxidoredutase, glutationa peroxidase, enzimas de reparo.

2) Antioxidantes ndo enziméaticos: a-tocoferol (vitamina E), p-caroteno,
Acido ascorbico (vitamina C), Flavonoides, Proteinas do plasma,

Selénio, Glutationa, L-cisteina.

Para manter a homeostase, € essencial o equilibrio entre a geracéo de
agentes pré-oxidantes e o sistema de defesa antioxidante. Os antioxidantes
sao capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular
ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, os aminoacidos
das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as bases do

DNA. Os antioxidantes também agem reparando as lesfes causadas pelos
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radicais, através da remocéo de danos da molécula de DNA e a reconstituicao

das membranas celulares danificadas.

Para este estudo o antioxidante analisado foi a Glutationa (GSH, y-L-
glutamil-L-cisteinil-glicina). Ela é um tripeptideo e existe no organismo em suas
formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Ela esta presente na maioria das
células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (MEISTER &
ANDERSON, 1983). Sua capacidade redutora € determinada pelo grupamento
-SH, presente na cisteina. A GSH atua direta ou indiretamente em muitos
processos biologicos importantes, incluindo a sintese de proteinas,

metabolismo e protecao celular (MEISTER & ANDERSON, 1983).
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1.3 ARS e 0 estresse oxidativo (EO)

Diversos estudos mostram que a RS gera EO, o que resulta na formacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem levar ao dano neuronal e
celular (GOPALAKRISHNAN et al., 2004). Os radicais livres iniciam uma
cascata de reacdes causando lipoperoxidacdo (LP), danos no DNA, morte
celular e problemas neurolégicos. A RS também enfraquece as defesas
antioxidantes por alterar o balangco entre a geracdo de oxidantes e
antioxidantes (GOPALAKRISHNAN et al., 2004; RAMANANTHAN et al., 2002;

KUMAR e KALONIA, 2007; KALONIA e KUMAR, 2007).

Estudo anteriores que verificaram o EO em regibes especificas do
cérebro indicam que a restricdo do sono REM pode produzir alteractes
oxidativas como diminuicdo nos niveis de glutationa no hipocampo e talamo
(D'ALMEIDA et al. 1998), bem como a diminui¢do da atividade da superoxido
dismutase no hipocampo e tronco cerebral como foi mostrado por Ramanathan

et al. (2002).

De acordo com Reimund (1994), os radicais livres ou espécies reativas
de oxigénio produzidas durante a vigilia, sdo removidos durante o sono. Para
este autor, o sono tem uma funcéo antioxidante e a RS estaria associada a um
acumulo de radicais livres. Dados que corroboram com este autor mostram que
a melatonina € um eficiente antioxidante atuando como potente sequestradora
de espécies reativas (TAN, et al.,1993). E possivel encontrar na literatura, em
estudos realizados in vivo, que a melatonina é cinco vezes mais efetiva que a

vitamina E para detoxificar OH e duas vezes mais eficaz para neutralizar o
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radical peroxil (LOO:). Estudos anteriores relatam que uma molécula de
melatonina pode sequestrar quatro ou mais espécies reativas tornado-se o
mais potente protetor tissular. Esta informacdo torna-se relevante, pois a
melatonina pode auxiliar o tratamento de outras patologias como Mal de
Alzheimer e Parkinson (PIERI et al., 1994; REITER et al., 2002; TAN et al.,

2002; PAPPOLLA et al., 2001).

A proposta deste estudo foi contribuir para o entendimento sobre a
participagéo do estresse oxidativo nas alteragbes ocorridas durante o processo
de restricdo aguda de sono, pois embora existam trabalhos que apontem para
a participacdo dos radicais livres na mediacdo neste processo, existe a

necessidade da caracterizacdo destas moléculas por métodos mais sensiveis.
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1.4— O Labirinto em cruz elevado (LCE)

Varios modelos animais foram desenvolvidos para se estudar processos
emocionais relacionados com o medo e a ansiedade. Um dos modelos animais
de ansiedade mais eficiente e amplamente utilizado € o chamado “Labirinto em

Cruz Elevado’.

Handley & Mithani (1984) foram os precursores desta técnica que foi
comportamental e farmacologicamente legitimado por Pellow e colaboradores
(1985). Ela consiste de um labirinto que fica elevado a 50 cm do chéao e que
possui dois bracos abertos (50 x 10 cm) e dois bragos fechados (50 x 10 x 50
cm) como mostra a figura 6. O comportamento do rato no labirinto é avaliado
durante 5 minutos através do armazenamento de imagens feito por uma
filmadora fixa no teto da sala ou através da observacéo direta por um monitor.
Os dados coletados podem ser quantificados através de programas de
computador especiais. Para este estudo o programa utilizado foi o X-Plo-Rat
2005 versao 1.1 desenvolvido por uma equipe da Universidade de Sao Paulo —
USP. Tais programas determinam o tempo em que o rato permanece em cada
braco, além da frequéncia com que o animal entra nos bragos abertos e
fechados. Outro parametro avaliado € a atividade motora do animal através do

namero de cruzamentos feitos em cada braco.

O LCE foi desenvolvido inicialmente para avaliar o efeito de drogas
ansioliticas incluindo os benzodiazepinicos, barbitlricos e etanol bem como
agentes ansiogénicos. As observacbes revelam que animais tratados com

drogas ansioliticas aumentam o niumero de entradas e permanéncia nos bracos
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abertos enquanto que os tratados com drogas ansiogénicas produzem um

efeito oposto, evitando entrar nestes bracos.

Por que utilizar o LCE? O teste do LCE possui diversas vantagens em
relacéo a outros testes: (1) o procedimento do teste € rapido e simples e ndo é
necessario utilizar nenhum equipamento de alto custo; (2) ele é baseado no
comportamento espontaneo, desta forma ndo é preciso o treinamento do
animal, nem o uso de estimulos nocivos como o choque elétrico; (3) ele é
capaz de identificar o efeito de drogas ansioliticas e ansiogénicas, sendo,

portanto um teste expressivo para determinar o comportamento de ansiedade

(PELLOW ET AL., 1985).

Apesar de o labirinto em cruz ser amplamente utilizado, este teste por si
s6é pode ser um indutor de estresse ndo detectado na avaliacdo do
comportamento animal dentro do labirinto, mas que pode ser verificado

sistemicamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a geragdo do estresse oxidativo cerebral e sistémico em ratos

submetidos a restricdo aguda de sono e ao labirinto em cruz elevado.

2.2 Estratégias experimentais:

+ Avaliar se 72h de restricdo de sono gera o estresse oxidativo sistémico e
cerebral.

+ Avaliar a influéncia do teste do labirinto em cruz elevado na geracéo do
estresse oxidativo sistémico e cerebral.

+ Verificar o comportamento do rato restrito de sono por 72h dentro do

labirinto em cruz elevado.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1Animais e reagentes

animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Patoldgicas
da Universidade Estadual de Londrina - UEL, Londrina-PR, dentro de gaiolas
coletivas contendo no minimo 3 e no maximo 5 animais, com alimentagéo

especial para ratos e agua ad libitum e ciclo de 12 horas de claro/escuro.

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso entre 200-250g. Os

Os reagentes utilizados neste estudo foram:

*

- F & & & F # # & £ # + & ¥

2,2-az0-bis-2-amidinopropano diidroclorido (ABAP) (Aldrich);

Albumina sérica bovina (SAB) (Sigma);

DTNB (Sigma);

EDTA (Sigma);

Reagente fendlico de Folin-Ciocalteus (Merck);
Glutationa reduzida (Sigma);

KCI (Reagen Quimibras);

KH,PO,4 (Merck);

Heparina (Heparina sédica 5000UI/mL Hipolabor);
H20, (Synth);

Luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinadiona) (Sigma);
Na,HPO4 (Merck);

TCA (Sigma);

Tert-butil hidroperoxido (Sigma);

Tris (Sigma);
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#+ Trolox (Aldrich).

3.2Delineamento experimental

Para dar inicio aos trabalhos os ratos (n=64) foram divididos em quatro
grupos experimentais: (1) o grupo controle, (2) o grupo submetido ao LCE, (3) o
grupo RS por 72 Hs e (4) o grupo RS por 72 Hs que foi submtido ao LCE. Os
trés primeiros foram sacrificados e posteriormente realizadas as analise de
estresse oxidativo com as amostras coletadas. O quarto grupo apenas foi
submetido ao LCE para verificar se ocorreram alteracbes comportamentais

apos a RS.

n=64

Controle RS RS

comportamento

Analise do
estresse Sacrificio
oxidativo

T

Analisedo
estresse
oxidativo

Analise do
comportamento

Sacrificio aoliseds l Sacrificio LCE

>

Analisedo
estresse
oxidativo

Figura 4 - Delineamento experimental com as divisbes dos grupos

experimentais.
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3.3 72 horas de RS

Para manter os animais restritos de sono por 72h foi utilizado o método
da plataforma submersa descrito por SUCHECKI et al. (1998) com algumas
modificacbes. O método consiste em colocar os ratos (oito animais por
experimento), anteriormente pesados, em plataformas individuais de 20 cm de
altura por 10 cm de diametro. As plataformas sao inseridas dentro de uma
caixa plastica contendo &gua, que fica 1 cm abaixo da superficie das
plataformas. Devido a pequena area da plataforma, os ratos ndo possuem
espaco suficiente para se acomodarem para dormir, assim eles precisam
permanecer em estado de vigilia para ndo cairem na agua. Eles foram
mantidos no ciclo de claro/escuro de 12 horas com comida e agua fornecidas

ad libitum (Figura 5 B).

As caixas permaneciam dentro do biotério do departamento de
Psicologia Geral e Analise do Comportamento — PGAC, pois as analises
comportamentais foram realizadas neste local. Os grupos controles também
foram acondicionados dentro das mesmas caixas contendo cepilho por 72h no
biotério da PGAC devido as analise comportamentais realizadas no LCE

(Figura 5 A).
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Figura 5 - A) Ratos do grupo controle. B) Ratos do grupo RS por 72h. Nesta
imagem é possivel verificar a plataforma submersa com o nivel da agua ficando
1 cm abaixo da superficie da plataforma.

3.4 Analise comportamental no teste do LCE

O teste do LCE desenvolvido por Pellow et al. (1985), descrito
anteriormente, € um teste comportamental inicialmente desenvolvido para
testar o efeito de drogas ansioliticas e ansiogénicas. Para esse estudo este
método foi utilizado para verificar se 72h de RS altera o comportamento do

animal dentro do labirinto.

Antes de iniciarem os testes no LCE dos animais RS por 72 Hs, os oito
animais foram retirados das plataformas submersas e colocados em uma
gaiola contendo cepilho onde permaneceram por aproximadamente 10 minutos
até comecar os testes. O ultimo animal aguardou na gaiola 40 minutos até ser
submetido ao LCE. O mesmo ocorreu com 0 grupo que apenas foi submetido

ao LCE.

O LCE fica elevado a 50 cm do piso com dois bragos abertos (50 x 10

cm) e dois fechados (50 x 10 x 50). Neste teste, o animal foi colocado
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individualmente no centro do labirinto com a cabeca voltada para um dos
bracos fechados, podendo optar por explorar qualquer um dos bracos de
maneira espontanea e independente. A locomoc¢do do animal foi avaliada
durante 5 minutos, e durante esse periodo verificou-se 0 niumero e frequéncia
de entradas em cada braco do labirinto e o total de cruzamentos feitos, bem
como parametros relacionados com a atividade exploratéria/locomotora do
animal como ato de levantar (comportamento exploratério em que o animal
estende acima seu corpo e patas dianteiras, apoiado sobre as traseiras),
esticar (postura em que o animal se estende cautelosamente adiante, sem, no
entanto, retirar do lugar suas patas traseiras, voltando em seguida, a mesma
posicdo), auto-limpeza e abaixar a cabeca (movimentos exploratorios de

cabeca e ombro abaixo do chdo dos bracos abertos).

O labirinto € limpo com solucdo de éalcool 5% apds a observacao de
cada animal. A sala onde é realizado o teste permanece com a luz
constantemente acesa e ausente de figuras nas paredes ou barulhos que
possam interferir no comportamento do animal durante o teste. Todo o
procedimento foi filmado através de uma filmadora (SONY DCR-SR 85 — 60 GB
Handycam) fixa no teto da sala para posteriores analises feitas no programa X-

Plo-Rat 1.1.
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Figura 6 - Imagem do labirinto em cruz elevado (LCE). E possivel observar os
dois bracos abertos e os dois bracos fechados.

3.5Andlise do indice de massa corporal (IMC)

O peso dos ratos foi verificado antes do inicio dos experimentos e antes
de serem sacrificados para avaliar se a RS altera o peso dos animais. O indice

de massa corporal perdida foi analisado através da férmula:

IMC% = Massa inicial RS — Massa final RS + Ganho Massa CTL
Massa inicial RS + Ganho Massa CTL

3.6 Processamento das amostras

3.6.1 Coleta das amostras

Apés a RS e/ou os testes no LCE os animais foram pesados e

imediatamente sacrificados para posteriores andlises do estresse oxidativo. Os
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animais foram sacrificados por decapitacdo utilizando-se uma guilhotina
(Insight). O sangue foi coletado em tubos de ensaio previamente
heparinizados. O cérebro foi removido, lavado com KCL 1,15% (para remocao
de sangue e impurezas), o cerebelo foi retirado, e os hemisférios foram
separados e armazenados em microtubos no freezer -86°C (Indrel Ultra
Freezer -86°C) até o momento de serem utilizados no o preparo do

homogenato.

3.6.2 Preparacgao das amostras de sangue

O sangue coletado foi imediatamente centrifugado a 630 x g, durante 5
minutos, a 4°C. O plasma foi separado em microtubos e armazenado no
freezer -86C. A papa de heméacias restante foi lavada com NaCl em trés ciclos

e acondicionada em banho de gelo.

3.6.3 Preparacdo das amostras de cérebro

Um hemisfério cerebral previamente coletado foi descongelado em
banho de gelo. Em seguida foi pesado e inserido no van Potter para a

preparacdo do homogenato.

3.7Descricdo das técnicas para os ensaios de estresse oxidativo

3.7.1 Ensaio de quimiluminescéncia (QL) induzida por Tert-butil-hidroperéxido

(t-butil) no cérebro de ratos.
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Para verificar o estresse oxidativo do cérebro foi feita a analise da
lipoperoxidacdo do tecido pelo método da QL, descrito por Flecha (1991). O t-
butil inicia uma reacédo de lipoperoxidacdo em cadeia que é mensurada no

Luminémetro (Turner Designes TD-20/20) através da emisséo de luz.

Na preparagdo do homogenato de todos o0s ensaios, apenas um
hemisfério cerebral foi utilizado. Ele foi pesado e colocado no van Potter com
tampéao fosfato monobasico 10 mM pH 7,4 (PBK), que estava no banho-maria a
37°C. Ap6s a homogeneizacdo manual a mistura foi dividida em microtubos e
centrifugada a 600 x g, por 10 minutos, a 4°C para a obtencdo do
sobrenadante que foi colocado em novos microtubos e armazenados no gelo.
38,6 L de t-butil foram diluidos em 1962 L de H,O destilada e colocados em
um tubo de ensaio envolvido com papel aluminio para evitar o contato com a
luz e armazenado no gelo. Apds as diluicbes, em um microtubo novo, foram
colocados 860uL de tampédo PBK + 120uL do sobrenadante de 40mg/mL que
permaneceram em banho-maria por 5 minutos. Apés esse periodo adicionou-
se 20uL de t-butil e entdo foi realizada a leitura no luminémetro (Glomax 20/20

Luminometer) durante uma hora.

3.7.2 Ensaio de quimiluminescéncia (QL) induzida por Tert-butil-hidroperéxido

(t-butil) na hemacia e plasma de ratos.

Cerca de 30uL da papa de hemacia previamente lavada foi diluida em 3
mL de tampao fosfato monobéasico 10 mM pH 7,4 (PBK), que estava no banho-

maria a 37°C. 1 mL esta suspensao foi diluida novamente em 12,3 mL de
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tampéo PBK (volume final 13,3mL) e transferido 1 mL desta solucdo para um
microtubo seguido de incubac¢éo por 5 minutos. Passado esse periodo 10 pL de
t-butil foi adicionado e realizado a leitura no lumindmetro (Glomax 20/20

luminometer) durante uma hora.

Na QL de plasma, a amostra armazenada no freezer -86C foi
previamente descongelada no banho de gelo. Em um microtubo novo, 125uL
de plasma foram adicionados em 865uL de tampao fosfato dissédico
(Na,HPO4 30 mM, pH 7.4) e colocado em banho-maria por 5 minutos.
Decorrido esse tempo, 10 pL de t-butil foi adicionado e realizada a leitura no

luminémetro (Turner Designes TD-20/20) durante uma hora.

3.7.3 Determinacdo da capacidade antioxidante total (TRAP) por

guimiluminescéncia do cérebro e plasma de ratos.

A técnica TRAP descrita por Repetto et al., 1996 € utilizada para verificar
principalmente os niveis dos antioxidantes de baixo peso molecular em um
tecido. O Composto 2,2-azo-bis-2-amidinopropano diidroclorido (ABAP), que é
um sistema gerador de radical alcooxil, produz fétons que sdo captados por um
lumindmetro. O luminol é utilizado nesta reacdo para amplificar a emissdo
desses fotons. Essa reacdo é inibida por andlogos da vitamina E e outros

antioxidantes hidrossollveis e lipossollveis.

A primeira curva a ser feita no luminémetro (Turner Designes TD-

20/20) é a do ABAP. A segunda curva é a do Trolox (um analogo hidrossoluvel
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da vitamina E que tem sua concentracao e tempo de inducéo (TI) conhecidos.
As demais curvas sao das amostras de cérebro (20 mg/mL) ou plasma (70 uL).
Uma comparacdo do Tl depois da adicdo de concentracdes conhecidas de
Trolox e amostra permitiu obter os valores de TRAP das amostras em relacéo

ao Trolox.

A férmula utilizada para o calculo do TRAP foi:

TRAP =Tl da amostra/Tl do Trolox

3.7.4 Avaliagdo dos niveis de glutationa (GSH).

A glutationa € um tripeptidio que existe sob duas formas no organismo, a
forma reduzida (sulfidri) e a oxidada (dissulfato). O GSH é mantido
predominantemente, in vivo, sob a forma reduzida pela acdo da enzima
glutationa redutase (GSH-Rd). Como a maior parte dos grupos sulfidrila ndo
protéicos estao presentes no GSH, a quantificacdo de tiois solUveis em acido &
empregada na quantificacdo dos niveis teciduais de glutationa (Sedlak &

Lindsay, 1968).

A determinacdo dos niveis de GSH das amostras de cérebro e hemécia
foi realizada espectrofotometricamente. Para a obtencdo do sobrenadante de

cérebro de 250mg/mL um hemisfério foi pesado e homogeneizado com tampéao
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glicina e centrifugado a 600xg, a 4°C, durante 10 minutos. JA a papa de

hemacia foi hemolisada em H,O destilada (1:10).

As leituras séo realizadas a 412 nm e antes de iniciar as leituras das
amostras foi feito a curva de calibracdo com o padrdo de GSH de concentracéo

conhecida.

3.7.5 Determinacéao do nitrito plasmaético e cerebral.

A técnica descrita por Navarro-Gonzalvez e colaboradores (1998) para
determinacao de nitrito plasmatico em soro humano, foi validada e padronizada
para camundongos por Panis (2009). Esse método consiste na reducao de
nitrato a nitrito mediado por reagdes de oxido-reducdo ocorridas entre o nitrato
presente na amostra e o sistema cadmio-cobre dos reagentes, com posterior
diazotacdo e deteccdo colorimétrica do azocomposto formado pela adicdo do

reagente Griess a 550 nm (GRIESS, 1879).

Cd + 20H — Cd(OH), + 2¢°

Para avaliar a producéo de nitrito das amostras de cérebro (250 mg/mL)
e plasma, 60 uL de cada amostra foi desproteinizada e em seguida incubada
com esferas de cadmio previamente tratadas com tampao sulfato de cobre 5
mM por 90 minutos. ApGs esse periodo foi adicionado reagente de Griess para

posterior leitura no espectrofotdbmetro a 550 nm.
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3.8 Anadlise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados os programas utilizados foram
Origin 6.0 e 0 GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Os
resultados apresentam a média £+ SD da média de 6 animais por grupo. A
analise de significancia foi realizada por teste t de Student para dados néo
pareado no teste do LCE e foram consideradas significativas quando p<0,05.

Ja os resultados da quimiluminescéncia foram avaliados por two-way ANOVA.
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4  RESULTADOS
4.1 Avaliagbes comportamentais no teste do LCE

De acordo com os dados obtidos no LCE a analise do tempo
gasto nos bracos abertos néo foi afetado pela condi¢éo grupo (t [30] = 0,167; p
= 0,86) (Figura 7). Isso demonstra que a RS por 72h nao provocou a instalacéo
da ansiedade nos ratos, vez que estudos anteriores demonstram que o niamero
de entradas e o tempo gasto nos bracos abertos séo utilizados como indicador
inversamente relacionado com a ansiedade (PELLOW et al., 1985; HOGG,

1996). Quanto maior a exploracdo nos bragos abertos, menor a ansiedade.

Tempo BA

Figura 7 — A avaliacdo da ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado dos
grupos controle e restritos de sono nao apresentaram diferencas significativas
entre os grupos (t [30] = 0,167; p=0,86).
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Outro parametro que indica o comportamento de ansiedade nos ratos &
a frequéncia de entradas nos bracos abertos (Figura 8 A). De acordo com o
teste estatistico t de Student ndo houve diferencas significativas entre os
grupos controle e RS (t [30] = 0,935; p=0,35). Mais uma vez a RS nédo alterou o
comportamento do animal relacionado com a ansiedade no teste do LCE por 5

minutos.

As analises revelam que a RS influenciou a mobilidade do rato dentro do
LCE. Os dados encontrados na figura 8 B sustentam essa idéia jA que a
frequéncia de entradas nos bracos fechados diminuiu expressivamente no

grupo RS por 72h (t [30] = 2,362; p=0,02).

Frequéncia BA Frequéncia BF

Tempo (s)
Tempo (s)

Figura 8 — A analise comportamental no teste do LCE revela que (A) a
frequéncia de entradas nas extremidades dos bragos abertos néo foi alterada
pela RS por 72h (t [30] = 0,935; p=0,35). No entanto, (B) a RS reduziu a
frequéncia de entradas nas extremidades dos bragos fechados (t [30] = 2,362;
p=0,02). Pode-se dizer que a RS aguda ndo provoca o comportamento de
ansiedade nos ratos, mas prejudica sua mobilidade dentro do LCE.
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Outros resultados obtidos no teste do LCE corroboram com a figura 8 B.
Isto é evidenciado pela reducdo do total de cruzamentos feitos nos bragos
fechados pelos ratos RS que podem ser analisados na Figura 9 A (t [30] =
2,639; p=0,01). E pelo tempo gasto na area central (TAC) observados na
Figura 9 B, onde (t [30] = 3,268; p=0,002). As analises destes parametros
mostram novamente que a RS prejudicou a exploracdo do LCE devido a

reducdo do numero de cruzamentos feito pelo rato dentro do labirinto.

Cruzamentos BA Tempo AC
30 ,
Bl Controle 15
B RS

201 10-

104

Tempo (min)

Figura 9 — Andlise do teste do LCE. (A) O total de quadrados andados nos
bracos fechados (ou total de cruzamentos) sofreu reducdes significativas apdos
a submissédo dos ratos a RS por 72h (t [30] = 2,639; p=0,01). (B) A RS também
reduziu o tempo gasto na area central do LCE (t [30] = 3,268; p=0,002). Assim
pode-se avaliar que a RS esta relacionada com perda da capacidade
exploratoria do rato pela reducao da sua mobilidade, pois os ratos RS andaram
menos nos bracos fechados do LCE em relacdo ao grupo controle.
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Além dos parametros citados acima, também foi avaliado o
comportamento etologico do rato dentro do LCE. Geralmente esses
comportamentos estdo relacionados com a exploracéo do labirinto pelo animal,
como a acgao de esticar o corpo ou se levantar para avaliar o novo ambiente o
qual foi inserido. Na tabela 1 sdo mostrados quatro comportamentos
exploratorios do rato. De acordo com esta tabela houve uma reducdo da
exploracdo do LCE pelos ratos RS. Apena a limpeza corporal foi maior no

grupo RS, pois eles estavam umidos no momento do teste.
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Tabela 1 — Avaliacdo dos parametros comportamentais analisados no LCE. Os
resultados foram expressos pela média + DP da duragdo e frequéncia do

comportamento do rato dentro do LCE durante 5 minutos.

Abaixar a cabeca
Duragao/min

Frequéncia/min

Esticar o corpo

Duragao/min

Frequéncia/min

Levantar

Duragcao/min

Frequéncia/min

Limpeza

Duracao/min

Frequéncia/min

Controle

05+0,3

36+1,8

0,3+0,1

22+11

0,6 +0,2

3714

0,2+0,1

1,4+04

RS

02+0,1°

1,7+0,8

Estatistica

t[30]=2,530; p=0,0169

t[30]=2,525; p= 0,0171

{[29]=2,782; p= 0,0094

{[29]=1,454; p= 0,1566

t[30]=2,828; p= 0,0083

t[30]=2,722; p= 0,0107

t[30]=2,828; p= 0,0083

t[30]=2,499; p= 0,0182

% Houve diferenca estatistica de acordo com o teste t de Student, quando
comparado ao grupo controle.
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4.2 Andlises do estresse oxidativo no cérebro

4.2.1 Avaliagédo da lipoperoxidacdo (LP) pelo método de quimiluminescéncia

(QL) no cérebro de rato.

A QL estimulada por Tert-butil-hidroperoxido do cérebro dos ratos
(40mg/mL) indica que os animais submetidos ao LCE por 5 minutos foram os
que apresentaram maior lesdo oxidativa em relacdo aos outros grupos
(p<0,0001). Em contrapartida, os ratos do grupo RS aparentemente nédo

sofreram lipoperoxidacéo de suas estruturas celulares em 72h de RS.

—a— Controle
—eo— LCE

190 —A—RS

180 —
170 —
160 —
150 —

140

URL

130
120
110

100

90 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 10 — Avaliacédo da lipoperoxidacdo de cérebro de ratos (40mg/mL) por
guimiluminescéncia induzida por tert-butil-hidroperéxido. O grupo submetido ao
LCE foi o que apresentou maior lesdo oxidativa (p<0,0001). Entretanto a RS
por 72 horas nao foi suficiente para provocar esse tipo de lesdo no cérebro dos
ratos. A comparacao foi feita pelo teste two-way ANOVA, onde letras iguais
representam resultado n&o significativo e letras diferentes indicam que o
resultado foi significativo.
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4.2.2 Andlise da capacidade antioxidante total (TRAP) por quimiluminescéncia

(QL) do cérebro dos ratos.

Os niveis de TRAP no cérebro (20mg/mL) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. Nem o LCE, nem a RS por 72h foram capazes

de alterar as concentracdes cerebrais de antioxidantes totais.

TRAP cérebro
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Figura 11 - Analise da capacidade antioxidante total (TRAP) por
quimiluminescéncia do cérebro de ratos. Os niveis de TRAP no cérebro ndo
foram significativamente diferentes entre 0s grupos.
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4.2.3 Avaliagéo dos niveis de glutationa (GSH) no cérebro de ratos.

Os resultados expressos na figura 12 indicam os niveis de GSH no
cérebro (250mg/mL), onde € possivel observar que 5 minutos no LCE e 72h de

RS néo alteraram a concentracdo de GSH neste tecido.
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nM/mg tecido
= =
o ul
T <

al
<

o
1

2
&
\)

QO

Figura 12 - Avaliacdo dos niveis de glutationa (GSH) no cérebro de ratos. Os
animais submetidos ao LCE e os animais RS nao apresentaram diferencas
significativas nas concentragdes de GSH no cérebro.
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4.2.4 Determinacdo da concentracdo de nitrito pelo método cadmio-cobre no

cérebro de ratos.

Na figura 13 é possivel observar que o nivel de nitrito no cérebro
(250mg/mL) dos ratos n&o foi alterado por 72h de RS (p<0,006). No entanto os
animais que passaram pelo teste do LCE durante 5 minutos apresentaram uma

reducgéo das concentracdes de NO neste tecido.

NO cérebro

Figura 13 - Determinacdo da concentracdo de nitrito cerebral pelo método
cadmio-cobre. A RS por 72h nao foi suficiente para alterar os niveis de NO
cerebral. Entretanto 5 minutos de exposicao ao LCE reduziu significativamente
a concentracdo de nitrito no cérebro em relacdo ao grupo restrito de sono
(p<0,006). O teste utilizado foi o one-way ANOVA, onde letras iguais
representam resultado n&o significativo e letras diferentes indicam que o
resultado foi significativo.
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4.3 Andlises do estresse oxidativo no sangue

4.3.1 Avaliagédo da lipoperoxidacdo (LP) pelo método de quimiluminescéncia

(QL) das hemacias de rato.

Sistemicamente a QL induzida por tert-butil-hidroperoxido (t-butil) das
hemécias de ratos apresentou um perfil diferente da QL de cérebro. Na figura
14 pode-se analisar que o grupo que apresentou maior lipoperoxidacdo das
estruturas celulares foram os que sofreram a RS por 72h (p<0,0001). Em
contrapartida, 5 minutos no LCE também foram suficientes para que ocorresse

0 ataque de espécies reativas de oxigénio.
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Figura 14 — Analise da lipoperoxidagédo pelo método de quimiluminescéncia
(QL) induzida por tert-butil-hidroperéxido das hemacias de rato.
Sistemicamente a RS por 72h causou maior estresse oxidativo. Mas é possivel
verificar que o LCE por si s6 também gera o estresse nas hemacias de ratos
(p<0,0001). Teste estatistico two-way ANOVA, onde letras iguais representam
resultado néo significativo e letras diferentes indicam que o resultado foi
significativo.
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4.3.2 Avaliacdo da lipoperoxidacdo (LP) pelo método de quimiluminescéncia

(QL) do plasma de rato.

A QL de plasma induzida por tert-butil-hidroperéxido mostra novamente
que o teste do LCE sozinho gerou maior estresse oxidativo em relacdo aos
outros grupos (p<0,0001), bem como a RS também ocasionou maior

lipoperoxidagao no plasma.

—&— Controle
] —e— LCE
8,5 - c —A— RS

8,0 -
7,5
7,0
6,5 -
6,0 -
5,5
5,0 4
4,5 -
4,0 4
3,5 -
3,0
2,5
2,0 4
154
1,0
0,5
0,0

URL

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 15 - Avaliagdo da lipoperoxidagéo pelo método de quimiluminescéncia
(QL) induzida por tert-butil-hidroperéxido do plasma de rato. Tanto o LCE por 5
minutos, quanto a RS por 72h geraram estresse oxidativo no plasma dos ratos
(p<0,0001). O teste utlizado foi o two-way ANOVA, onde letras iguais
representam resultado nao significativo e letras diferentes indicam que o
resultado foi significativo.
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4.3.3 Andlise da capacidade antioxidante total (TRAP) por quimiluminescéncia

(QL) do plasma de ratos.

Sistemicamente a capacidade antioxidante total ndo foi alterada pelo

LCE por 5 minutos, nem pela RS por 72 horas como mostra a figura 16.

TRAP plasma

uM TROLOX

Figura 16 — A analise da capacidade antioxidante total por quimiluminescéncia
mostra que a RS e o LCE néo foram suficientes para alterar o consumo de
antioxidantes no plasma de ratos. O teste utilizado foi o one-way ANOVA.
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4.3.4 Avaliacao dos niveis de glutationa (GSH) nas hemacias de ratos.

A analise da concentracdo de GSH mostra que o teste do LCE por 5
minutos elevou seu nivel no sangue dos animais (p<0,008). No entanto a RS
por 72 horas nao foi capaz de alterar a concentracdo deste antioxidante nas

hemacias dos ratos.

Glutationa hemacia
301 b

nM GSH

Figura 17 — Determinacdo da concentracdo de GSH nas hemacias de ratos.
Os niveis de glutationa sdo elevados apdés o teste do LCE por 5 minutos
(p<0,008). O teste utilizado foi o one-way ANOVA, onde letras iguais
representam resultado n&o significativo e letras diferentes indicam que o
resultado foi significativo.
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4.3.5 Determinacéo da concentracao de nitrito plasméatico pelo método cadmio-

cobre em ratos.

A analise da producdo de NO plasmatico pelo método cadmio-cobre
revela que dentre os trés grupos o grupo que passou pelo teste do LCE por 5
minutos apresentou maior sintese de NO (p<0,003). Outro ponto a ser
observado é de que a RS por 72h ndo alterou as concentracfes do NO no

plasma dos ratos.
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Figura 18 — A analise da concentracdo de nitrito pelo método cadmio-cobre
mostra que a RS por 72h nao alterou a producdo de Oxido nitrico no plasma
dos ratos. Entretanto os ratos submetidos ao LCE por 5 minutos apresentaram
uma elevacdo na concentracdo de NO plasmatico (p<0,003). O teste utilizado
foi o one-way ANOVA, onde letras iguais representam resultado nao
significativo e letras diferentes indicam que o resultado foi significativo.
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4.4 Andlise do indice de massa corporal (IMC)

Os animais foram pesados antes de serem submetidos ao LCE e antes
de permanecerem na plataforma por 72 horas durante a RS. Apls esse
periodo eles foram pesados novamente antes de serem sacrificados. Este
procedimento foi realizado para verificar a variacdo de peso durante 0s

experimentos j4 que a RS altera o metabolismo energético do animal.

A férmula utilizada foi:

IMC% = Massa inicial RS —Massa final RS + Ganho Massa CTL
Massa inicial RS + Ganho Massa CTL

De acordo com esta férmula os ratos RS por 72 horas apresentaram
uma reducao de 19% no seu IMC. J& os ratos que passaram pelo labirinto em

cruz elevado nao sofreram nenhuma alteracdo na sua massa corporal.
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5 DISCUSSAO

Diversos autores consideram a RS um fator de risco que leva ao
aparecimento de varias doencas (KUMAR & SINGH, 2007). No entanto ha
poucos estudos que tratam desse assunto e as consequéncias fisicas,
bioquimicas e psicologicas relacionadas com a RS sdo pouco conhecidas.
Sabe-se que ela promove alteragbes comportamentais, hormonais,
neuroquimicas e bioquimicas. E também influencia a termorregulacdo, o
sistema imune e a alimentacdo (MOREIRA, 2006; CIRELLI, 2006; MCEWEN,
2006; STEIGER, 2007). Um efeito observado na RS é a perda de peso corporal
apesar do aumento da ingestdo calérica (EVERSON & WEHR, 1993). Este
dado pode ser comprovado, pois a analise da perda de massa corporal
realizada neste estudo mostrou que os ratos RS apresentaram uma reducao de
19% de sua massa corporal em relacdo ao grupo controle, corroborando com o
estudo realizado por Everson e colaboradores (2004), onde os animais RS
perderam 16% do seu peso corporal. Trabalhos anteriores mostram que o
aumento do consumo de comida durante o periodo de RS pode ser adaptativa
(EVERSON & WEHR, 1993). Isto sugere que haja um estresse
descompensado o que levaria a uma limitacdo nutricional. Ou seja, ha um
desgaste nutricional provocado pela RS aguda devido ao aumento do
metabolismo e apesar de se alimentarem durante o0 processo isso nao é

suficiente para que o rato ganhe massa corporal.
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5.1 Discussoes referentes as analises do teste do LCE.

O labirinto em cruz elevado € um teste comportamental amplamente
utilizado por pesquisadores que visam verificar o0 comportamento de ansiedade
em diversos modelos experimentais. Ele foi primeiramente descrito por Handley
& Mithani (1984) que adaptaram o método proposto por Montgomery em 1958.
A premissa basica descrita por este autor € de que ambientes novos evocam
curiosidade e medo, criando desta forma, um tipico conflto de
aproximacéo/esquiva. Montgomery constatou ainda que o0s ratos preferem
consistentemente os bragcos fechados do labirinto em Y. Em seu estudo,
Montgomery interpretou a averséo aos bragos abertos como sendo gerada pela
neofobia (“medo da novidade”) e pela elevacao do brago aberto. A proposta de
se desenvolver um novo teste para avaliar a ansiedade foi indicada, pois 0s
métodos existentes para verificar esse comportamento podiam alterar a
resposta do animal as drogas por serem estimulos nocivos, como o choque

elétrico, ou privacdo de 4gua e comida (PELLOW et al., 1984).

O LCE € um método simples e rapido (5 minutos apenas), mas eficiente
para avaliar o comportamento relacionado com a ansiedade do animal. Ele é
largamente utilizado em diversos estudos para verificar o efeito de drogas
ansioliticas e o efeito de agentes ansiogénicos. Sua funcionalidade como
modelo experimental de ansiedade baseia-se na atividade exploratoria
espontanea e na aversao natural do animal aos bragos abertos (VIDAL). A
analise do numero de entradas e tempo gasto nos bracos abertos sé&o
indicadores da instalacdo da ansiedade. O animal classificado como ansioso

evita entrar ou permanecer nos bragcos abertos. Portanto, o numero de
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entradas e/ou tempo despendido nestes bragcos sdo inversamente
proporcionais ao comportamento de ansiedade. A partir dos resultados obtidos
na figura 7, pode-se dizer que a RS nao gerou ansiedade nos ratos ja que o
tempo gasto nos bracos abertos ndo foi alterado por esta condicdo. O mesmo
vale para os resultados encontrados na figura 8 A, onde a frequéncia de
entradas nas extremidades dos bracos abertos também ndo sofreu

modificacdes apds a RS por 72h.

Com base nos resultados é possivel analisar que a RS por 72h diminuiu
a mobilidade do animal dentro do LCE (Figura 9). Estudos anteriores
concordam com esses achados, pois a reducao da atividade motora do animal
dentro do LCE é uma consequéncia da RS (RIAL et al., 2007; KNUTSON et al.,

2007).

Alguns autores propuseram que a sensibilidade e confiabilidade de um
teste melhorariam se a atencdo do pesquisador fosse voltada ndo s6 para o
namero de entradas ou tempo gasto nos bracos abertos, mas também que
fosse analisado o que os animais fazem de fato dentro do labirinto (RODGERS,
1995). Por esse motivo, neste estudo ndés investigamos parametros como
atividade locomotora, ato de levantar (comportamento exploratério em que o
animal estende acima seu corpo e patas dianteiras, apoiado sobre as
traseiras), esticar (postura em que o0 animal se estende cautelosamente
adiante, sem, no entanto, retirar do lugar suas patas traseiras, voltando em
seguida, a mesma posicao), autolimpeza e abaixar a cabeca (movimentos

exploratorios de cabeca e ombro abaixo do ch&do dos bragos abertos).
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As analises referentes a Tabela 1 mostram novas medidas que foram
incorporadas na avaliacdo comportamental, medidas etoldgicas (RODGERS et
al., 1995, RODGERS et al., 1997). Essas medidas refletem o comportamento
exploratorio do animal. Rodgers et al (1997) mostrou em seus experimentos
com camundongos, que 0s movimentos de abaixar a cabeca (head-dipping),
esticar o corpo e retorno aos bracos fechados parecem preencher os requisitos
de uma avaliacdo de risco (risk assessment). Neste estudo estes
comportamentos foram reduzidos nos animais que sofreram RS por 72h,
apenas o comportamento de autolimpeza foi maior nos ratos RS, pois estes
estavam umidos devido a sua permanéncia na plataforma submersa minutos

antes de iniciarem os testes do LCE.

Os parametros comportamentais analisados no LCE estdo dentro da
normalidade, ou seja, sem a indicacdo de ansiedade ou qualquer alteracéo
comportamental significativa. Mas o teste em si pode provocar estresse

oxidativo nos sistemas estudados cujos resultados serdo discutidos a seguir.

5.2 Discussoes referentes aos resultados de estresse oxidativo obtidos das

amostras de cérebro.

A RS é considerada um estressor que leva ao desenvolvimento de
diversas doengas neurologicas e muitos desses efeitos deletérios da RS séo
mediados por altera¢cdes neuroquimicas e hormonais que estdo associadas

com o EO (KNUTSON et al., 2007).
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Estudos anteriores mostram que a RS gera estresse oxidativo e
enfraquece o sistema de defesa antioxidante (GOPALAKRISHNAN et al., 2004;
RAMANANTHAN et al., 2002; KUMAR e KALONIA, 2007; KALONIA e KUMAR,
2007). No entanto, no presente estudo, 72h de RS nédo foram suficientes para
causar estresse oxidativo no cérebro dos ratos (Figura 10). O cérebro é o
centro de controle de quase todas as atividades vitais necesséarias a
sobrevivéncia. Devido a isso ele possui inUmeras estratégias de defesas contra
possiveis danos a seus milhares de neurdnios. Estudos prévios que
corroboram com estes resultados, realizados por D'Almeida e colaboradores
(1997) com homogenato de cérebro inteiro mostraram que a RS ndo causou
lipoperoxidacdo e nao alterou a atividade da SOD no cérebro. Gopalakrishnan
e colaboradores (2004) também verificaram a auséncia do estresse oxidativo
no cérebro de ratos no periodo de 72h a 14 dias de restricdo de sono. Ja Singh
e colaboradores (2008) encontraram uma reduc¢éo da lipoperoxidacéo no cortex
cerebral e tronco cerebral em ratos RS. No entanto, eles verificaram um
aumento da lipoperoxidacdo no hipocampo, tadlamo e hipotalamo. Isso mostra
gue a RS gera estresse oxidativo em diferentes proporcdes dependendo da
regido cerebral. Essas diferencas na geracdo do EO nas regides do cérebro

podem ser explicadas pela acdo dos antioxidantes.

O LCE, por outro lado foi um agente estressor muito mais eficaz que a
RS. Pode-se constatar um aumento da lipoperoxidacdo no cérebro dos animais
submetidos ao LCE (Figura 10). Sendo assim, o LCE é um potente estressor
gue leva ao estresse neuronal por ser capaz de provocar a lipoperoxidagéo das

estruturas celulares do cérebro. Apesar do LCE ser um teste comportamental
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amplamente utilizado para avaliar o efeito de drogas ansioliticas e o
comportamento de ansiedade nos animais, nao foram encontrados estudos que
avaliam a influéncia do LCE na geracdo do estresse oxidativo. Os resultados
encontrados neste estudos sao relevantes ja que eles demosntram que este

teste comportamental pode causar alteracoes oxidativas importantes no SNC.

A capacidade antioxidante total (TRAP) do cérebro também foi avaliada
sendo que nao foi encontrado alteracdo em relacdo aos animais controle
(Figura 11). Com isso observa-se um equilibrio e a manutencdo da
homeostasia cerebral durante o periodo de restricdo do sono e apds a
aplicacdo do teste LCE. Isto indica que o cérebro é preservado do ataque das
ERO apbs a aplicacdo dos agentes estressores. O mesmo ocorreu na
determinacdo dos niveis de GSH neste tecido (Figura 12). A glutationa
reduzida € um potente scavenger de radicais livres e também serve como
substrato para a glutationa peroxidase (GPx). Ela € considerada o tiol nédo
protéico mais abundante nos mamiferos, com sua concentracdo no SNC
variando de 1-3 mM. A GSH desempenha funcfes antioxidantes importantes
no sequestro de radicais livres, agindo como doadora de elétrons para reducao
de peréxidos organicos e de hidrogénio. No SNC, os astrdcitos tém uma maior
concentracdo de GSH quando comparado aos neurbnios e exercem papel
importante no controle da liberacdo de GSH para os neurdnios (COOPER,

1997; DRINGEN & HIRRLINGER, 2003).

Segundo Singh e colaboradores (2008), que realizaram a analise do EO
em regides distintas do cérebro, houve um aumento da atividade da SOD e

nenhuma reducdo da atividade da GSH no cortex e tronco cerebral em
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modelos de RS. Diferentemente do hipocampo, talamo e hipotalamo, que
apresentaram diminuicdo da atividade desses dois antioxidantes. A
estabilidade dos niveis de antioxidantes no cérebro durante a RS por 72h pode
explicar em partes a auséncia da geracdo do estresse oxidativo durante este
periodo, pois no caso da aplicagcdo do teste de LCE apesar de haver a
lipoperoxidacdo, o0s niveis de antioxidantes totais e da glutationa
permaneceram normais, indicando um possivel desequilibrio podendo

desencadear o estresse oxidativo.

Desde sua descoberta em 1980, o NO tem sido amplamente investigado
ndo s6 como um radical livre, mas também como um importante mensageiro
paracrino (McDONALD & MURAD, 1995). Ele est4d presente no SNC e
periférico e regula uma grande variedade de funcdes fisiolégicas incluindo os
processos de memoria, plasticidade sinaptica e o fluxo sangiineo.
Aprendizagem e memoéria sdo termos que estdo intimamente relacionados e o
NO participa deste processo. Yamada e colaboradores (1995) demonstraram
que a administracdo sistémica de L-NAME (inibidor de cNOS) prejudicou o
desempenho de ratos durante a aquisicdo de memadria espacial no teste do
labirinto radial. Esses mesmos autores em 1996, verificaram que o prejuizo da
memoria de ratos idosos foi acompanhado por uma diminuicdo na producédo de
NO no cérebro. Calixto e colaboradores (2001) concluiram que NO pode estar
relacionado com o medo aprendido, pela verificacdo do prejuizo na resposta de

esquiva inibitoria, com a administracéo de L-NAME.

Diversos estudos demostram que o oOxido nitrico também participa da

regulacéo do ciclo sono-vigilia bem como da regulacdo do processo cicardiano
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do sono (KAPAS et al. 1994; DZOLJIC et al. 1997; BURLET et al. 1999;
GAUTIER-SAUVIGNE et al.,, 2005). De acordo com nossos resultados, a
producdo de NO no cérebro néo foi alterada pela RS por 72h (Figura 13). No
entanto, as concentracdes de NO reduziram significativamente no cérebro dos
ratos que foram submetidos ao LCE em relacdo ao grupo RS (Figura 13).
Provavelmente o LCE provocou estimulos de aprendizagem/memoria 0s quais

consumiram o NO cerebral (CALIXTO et al., 2001).

5.3 Discusso0es referentes aos resultados obtidos das amostras de sangue.

A oxidacéao sistémica tem sido amplamente estudada como modelo para
avaliar o dano oxidativo sobre biomembranas. Entretanto em se tratando de
restricdo do sono, ndo existem estudos sobre o reflexo da RS no plasma como
forma de avaliacdo sistémica do dano celular. Os trabalhos encontrados na
literatura estimam o EO sistémico através da andlise de 6rgdos como figado e

musculo esquelético (GOPALAKRISHNAN et al., 2004).

Quando ha atague dos radicais livres sobre as membranas dos
eritrocitos ocorre oxidacdo dos lipidios e proteinas causando hemdlise (SIES,
1993). As membranas das células e organelas contém grandes quantidades de
acidos graxos poliinsaturados e o ataque de algumas espécies reativas a essa
estrutura inicia o processo de peroxidagdo lipidica (HALLIWELL &
GUITTERIDGE, 1991). A lipoperoxidagdo como consequéncia do ataque das
ERO as membranas celulares, provoca perda de seletividade na troca ibnica e

liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
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lisossomos, e formacdo de produtos citotdéxicos, culminando com a morte

celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

No presente estudo, a andlise da lipoperoxidagdo das hemacias pelo
método de quimiluminescéncia induzida por tert-butil-hidroperéxido, um método
sensivel para verificar a presenca do EO (BOVERIS et al., 1983), mostrou que,
sistemicamente, a RS por 72h provocou estresse oxidativo nas membranas das
hemécias (Figura 14). Outro ponto importante desta andlise é que o LCE
também ocasionou a geracdo de EO nas hemécias, mostrando novamente que
o LCE, por si s6, é capaz de provocar danos nas membranas celulares através
da geracao de radicais livres (Figura 14). Segundo Ongajooth e colaboradores
(1996) o EO causa um aumento da rigidez e deformidade das membranas das

hemacias, que por sua vez aumenta a suscetibilidade destas a hemdlise.

Assim como na QL de hemacias a RS também refletiu o dano oxidativo
no plasma (Figura 15). Estudos anteriores apenas verificaram 0 estresse
oxidativo sistémico através da andlise de alguns parametros de lesao celular,
como a ALT e a AST, que representam dano celular hepatico. No entanto, o
plasma reflete o estresse oxidativo sistémico de forma geral, estendendo a
andlise para o organismo como um todo, incluindo figado e musculo
esquelético. Os resultados obtidos com a quimiluminescéncia de plasma do
mesmo modo apontam o LCE também como agente estressor das estruturas

plasmaticas.

As analises dos antioxidantes mostram gue no TRAP de plasma a RS

nao alterou o consumo destas moléculas (Figura 16). Outra andlise feita nas
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hemacias dos ratos mostra que os niveis de GSH novamente ndo foram
alterados pela RS por 72h, embora, novamente, a submissdo ao LCE levou ao

aumento significativo de GSH (Figura 17).

A determinacdo da concentracdo de nitrito plasmatico pelo método
cadmio-cobre em ratos demonstra que o grupo submetido ao LCE aumentou
expressivamente a sintese de NO. Neste caso o LCE favoreceu sua producgéo
aumentando os niveis plasmaticos de NO. Este fato pode explicar, em partes, 0
aumento da lipoperoxidacdo no plasma do grupo submetido ao LCE (Figura

18), ja que o NO é um radical livre presente na circulagéo.
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6 CONCLUSAO

que:

De acordo com os dados apresentados neste trabalho pode-se concluir

+ As analises do teste do LCE revelam que 72h de RS nédo gerou

ansiedade nos ratos, mas prejudicou a atividade motora bem como 0s

comportamentos exploratérios dos animais.

+ Por ser um método vastamente utilizado para analisar a ansiedade em

modelos experimentais de estresse oxidativo, é preciso ter cautela ao
escolhé-lo, pois surpreendentemente, 5 minutos do teste do LCE gerou
EO em todas as andlises de QL feitas neste estudo, tanto no cérebro,
guanto no sangue. Desta forma ele pode influenciar a geracdo do EO

nos animais.

+ De acordo com nossos resultados nédo ha lipoperoxidacdo no cérebro de

ratos RS por 72 hs, mas ha deteccdo de EO sistémico. Tanto plasma
quanto heméacias apresentam aumento de lipoperoxidagdo quando

comparados ao controle.

+ A andlise da capacidade antioxidante total tanto do cérebro quanto do

plasma revela que ndo ha mudanca neste perfil para os animais RS ou

para os submetidos ao LCE.

+ A andlise da capacidade antioxidante enzimatica revela que no cérebro

este parametro também ndo se modifica para ambos agentes
estressores. Por outro lado, ha um aumento de glutationa reduzida nas

hemacias dos animais submetidos ao LCE.
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+ Houve uma diminuicdo de NO no cérebro e um aumento no plasma de

NO nos animais submetidos ao LCE.

Concluindo, tanto a restricdo do sono aguda quanto a aplicagéo do teste
do Labirinto em Cruz Elevado podem ser considerados agentes estressores e
levar a alteragbes oxidativas cerebrais e sistémicas. E mais, dependendo do
tecido analisado, ha uma diferenca de resposta e que a resposta sistémica
parece ser mais sensivel que a do cérebro quando da aplicacdo destes
agentes estressores. Surpreendentemente, um teste aparentemente inofensivo
como o LCE, também pode desencadear um estresse oxidativo cerebral e

sistémico mais exacerbado que a prépria restricdo do sono por 72 horas.
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