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RESUMO

ARAUJO, Paulo Cesar da Costa. Efeito da privacéo de sono paradoxal na expresséo de
receptores para glicocorticoides no hipocampo e no aprendizado e memoria. 2012. 55 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Vaérios trabalhos tém demonstrado uma rela¢éo entre sono e memaria. Desta forma, tem
sido descrito um papel importante do sono na consolidagdo da memoria e um efeito negativo
pela privacdo do mesmo. O hipocampo € uma regido importante para a formacéo e consolidago
da memoria espacial, e contém uma alta expresséo de receptores para corticosterdides. As acoes
dos corticosterdides no hipocampo séo fundamentais para a aquisi¢cdo de memoria e dependem
de um balanco adequado entre receptores de Glicocorticoides (RGc) e Mineralocorticdides
(RMn). Assim é descrito na literatura que um aumento na expressao de RMn é promotor de
aquisicdo de memdria, enquanto que um aumento na expressdo de RGc produz um efeito
negativo. Apesar dos niveis circulantes de glicocorticoides na privacdo de sono paradoxal
(PSP), ndo serem responsaveis pelo enfraguecimento de memoria, ndo existem dados sobre a
expressdo dos receptores para corticosterdides no hipocampo, apds PSP. Neste trabalho tivemos
como objetivo investigar a expressdo de receptores de Glicocorticoides no hipocampo, bem
como avaliar aprendizado e memdria em ratos privados de sono paradoxal. Ratos Wistar
machos (250- 3509) foram submetidos a PSP, utilizando-se 0 método de multiplas plataformas
por um periodo de 96 horas. Apds 96h de privacdo os animais foram anestesiados e perfundidos.
Secgoes de 25 pum na area do hipocampo foram obtidas e reagidas com anticorpos para
receptores de Glicocortidoides. Avaliamos as areas CA1, CA3 e Giro Denteado. O aprendizado
e memoria espacial foram avaliados através do teste do labirinto aquatico de oito bragos, antes
e apos o periodo de privacdo de sono. Avaliou-se a laténcia de escape e 0 nimero de erros
obtidos. O grupo PSP apresentou um aumento na expressdo de RGc nas regides: CAl e Giro
Denteado, ndo se observando diferenca significativa na regido CA3. A PSP prévia aos testes
de aprendizado e memoria ndo provocou alteracdes significativas. A privacdo de sono pos-
aprendizado também ndo produziu diferencas estatisticamente significativas, mas um aumento
no tempo de laténcia de escape e numero de erros sugere um enfraguecimento na consolidagédo
da memdria. O aumento na expressdo de RGc nas areas estudadas, pode ser consequente a uma
alteracdo no balanco entre os receptores para corticosterdides no hipocampo e ser responsavel
por alteracdes no aprendizado e memoria em ratos PSP.

Palavras-chave: Sono Paradoxal. Privacdo de sono. Receptor de Glicocorticoide. Hipocampo.

Membria.



ABSTRACT

ARAUJO, Paulo Cesar da Costa. Effect of paradoxical sleep deprivation in Expression of
glucocorticoid receptors in hippocampus and learning and memory. 2012. 55 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Several studies have shown a relation between sleep and memory. In this way, an
important role in memory consolidation by sleep and a negative effect induced by sleep
deprivation have been described. Hippocampus is a region responsible for consolidation of
spatial memory and contains a high expression of corticosteroids receptors. In the hippocampus,
the corticosteroids actions are crucial for memory acquisition and depend on an adequate
balance between Glucocorticoid (GR) and Mineralocorticoid receptors (MR). Studies have
demonstrated that an increased expression of MR promotes memory acquisition while an
increased expression of GR has negatives effects. In spite of the circulating levels of
glucocorticoids in paradoxical sleep deprivation (PSD) are not responsible for the PSD induced
memory impairments, do not exist studies about the expression of the GR and MR in
hippocampus after PSD. In this study we investigate the expression of GR in the hippocampus
and evaluate learning and memory in PSD rats. Wistar male rats (250-350g) were paradoxical
sleep deprived by the multiple platform method for 96 hours. After 96h of sleep deprivation,
the animals were anesthetized and perfused. Slices of 25 micron of the area of the hippocampus
were obtained and reacted with antibodies against GR. We evaluated the areas CA1, CA3 and
dentate gyrus (GD). Learning and spatial memory were evaluated in Radial water maze before
and after PSD. We evaluated the escape latency and the number of errors obtained. PSD group
showed an increased expression of GR in CAl and GD. However, in the CA3 area there was
no significant difference in expression. The PSD prior to the tests of learning and memory did
not provoke significant alterations. The sleep deprivation after learning also did not produce
statistically significant differences, but an increase in the time of escape latency and number of
errors suggests impairment in the memory consolidation. The increase in the RGc expression
in the studied areas can be consequent to an alteration in the balance between corticosteroid
receptors in the hippocampus and be responsible for alterations in the learning and memory in
PSD rats.

Keywords: Paradoxical sleep. Sleep deprivation. Glucocorticoid receptor. Hippocampus.

Memory.
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INTRODUCAO

Sono

Ciclo sono-vigilia

O ciclo sono-vigilia € um ritmo circadiano que é sincronizado a partir de fatores
exogenos e enddgenos. A luz é o principal fator externo responsavel pela regulacdo deste
ciclo. Endogenamente o ciclo vigilia sono é regulado por uma estrutura hipotalamica chamada
de nucleo supraquiasmatico, que é considerado o relégio biolégico nos mamiferos (Aschoff,
1979).

O ciclo sono-vigilia estd intimamente ligado a outros ciclos biolégicos como, a
producdo e liberacdo de alguns hormdénios e neurotransmissores como a melatonina,
horménio do crescimento, cortisol e acetilcolina (Goichot e col., 1998).

O sono é um processo complexo e bioldgico que € necessario diariamente para todos
os seres humanos. E considerado um periodo comportamentalmente quiescente e pouco
responsivo ao ambiente, sendo eletroencefalograficamente e fisiologicamente distinto do
estado de vigilia (Chen e Kushida, 2005). Seres humanos dedicam cerca de um terco de sua
vida ao sono, porém o propoésito desse comportamento ainda nao esta totalmente esclarecido
(para revisdo ver: Ikeda e col., 2005).

O sono foi inicialmente considerado como um tempo de inativacdo cerebral, que
refletia o tempo necessario para se abastecer a energia despendida pelos sistemas envolvidos
na percepcao sensorial durante a fase de vigilia (Norman e Hayward, 2005). Em 1952, Hess e
colaboradores induziram o sono em gatos através de estimulagdo elétrica no diencéfalo,
provando a natureza ativa do sono.

A descoberta da existéncia do sono REM ou Paradoxal por Aserinsky e Kleitman
(1953), a demonstracdo dos ciclos periddicos de sono por Dement e Kleitman (1957), bem
como o advento da polissonografia que permitiu a gravacdo simultanea por
eletroencefalograma (EEG), eletromiograma (EMG), eletrooculograma (EOG) entre outros

parametros fisiol6gicos, proporcionaram a base para os estudos relacionados ao sono.
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Mecanismos neurais do sono

O sono € gerado a partir da interacdo de varias populacdes neurais e modulado por
diferentes neurotransmissores e neuropeptideos (Garcia-Garcia e Drucker-Colin, 1999). E
considerado um estado comportamental complexo, apresentando caracteristicas proprias como
posturas estereotipadas, atividade locomotora reduzida, resposta diminuida a estimulos
sensoriais e facil reversibilidade (Hobson, 1999). Existem varias hipGteses que tentam
explicar a sua importancia e embora nenhuma das hipoOteses consiga juntar todas as
informacdes disponiveis sobre o0 sono, é importante ressaltar que 0 mesmo € mantido ao longo
da evolucdo em muitas espécies e a sua privacdo pode levar a alteracbes funcionais e até a
morte em algumas espécies animais (Rechatschanffen e Siegiel, 2000; Tobler, 1983;
Zimmerman e col., 2008).

A regulacdo dos estados de sono e vigilia é feita por agrupamentos de neurdnios da
formacdo reticular, estrutura cuja principal funcdo é a ativacdo do coOrtex cerebral
(Rechatschanffen e Siegiel, 2000). Fibras ascendentes da formacdo reticular rostral projetam-
se para nucleos no talamo e dai para o cértex, tendo como finalidade a ativacdo do cortex e
manutencdo do estado de vigilia. O sistema reticular descendente promove modulacdo de
atividade da formacao reticular (Rechatschanffen e Siegiel, 2000). Existe uma multiplicidade
de conexdes sinapticas na formacao reticular e, portanto varios grupos neuronais e diferentes

neurotransmissores estdo envolvidos no ciclo sono-vigilia.

Fases do ciclo sono-vigilia

O cérebro dos mamiferos oscila por trés diferentes estados de atividade: vigilia, sono
ndo REM e sono REM ou paradoxal (Jouvet, 1962).

Durante a fase de vigilia o animal apresenta uma intensa atividade motora,
comportando-se de modo a responder a estimulos do meio ambiente (Jouvet e col., 1964).

O sono consiste na ocorréncia ciclica de duas fases: Sono ndo REM (nREM) e Sono
REM . Essas fases apresentam caracteristicas proprias que podem ser distinguidas atraves de
registros elétricos, via EMG, que € o registro da atividade da musculatura esquelética; via
EOG, que é o registro da atividade da musculatura ocular; e via EEG, que é o registro da

atividade de neurdnios corticais (Rechatschanffen e Siegiel, 2000). O sono acontece de forma
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circadiana e em humanos ocorre normalmente durante a noite e em alguns casos de dia (Born
e Wagner, 2009).

Sono ndo-REM

Durante essa fase h4 uma reducdo da atividade elétrica cortical e a taxa metabdlica e a
temperatura corporal apresentam seus valores mais baixos. Ha uma diminuicdo da atividade
simpatica, com reducdo na pressdo sanguinea e nos batimentos cardiacos (Jouvet e col.,
1964). Quando analisado o registro elétrico da musculatura nota-se que ha uma reducdo do
tonus muscular (Rechatschanffen e Siegiel, 2000) e o registro da musculatura ocular mostra
uma auséncia de movimentos (Fig.1) (Jouvet e col., 1964).

Essa fase do sono é dividida em quatro estdgios que apresentam caracteristicas
eletroencefalograficas distintas e a medida que 0s estagios se sucedem, 0 sono se torna mais
profundo (Rechatschanffen e Siegiel, 2000). O primeiro estagio representa a transicdo da fase
de vigilia para o sono. O EEG mostra atividade de baixa voltagem e frequéncia variada. No
segundo estagio observam-se ondas de alta voltagem, ja no terceiro estagio ha a presenca de
ondas lentas de alta amplitude (ondas delta). No quarto estagio ha predominancia de ondas
lentas. Os estagios trés e quatro sdo chamados de sono de ondas lentas (Rechatschanffen e
Siegiel, 2000).

Durante o periodo de sono nREM a atividade neuroenddcrina estd aumentada,

havendo picos de liberacdo de horménio do crescimento e dos hormonios gonadotroficos.

Sono REM ou paradoxal

Nessa fase do sono, registros EOG mostram alta atividade da musculatura ocular com
movimentos oculares rapidos e de alta freqliéncia (Aserinsky e Kleitman, 1953) (Fig.1). O
termo REM desta fase origina-se da abreviagao inglesa para “rapid eye movement”.

Nos registros EEG observa-se uma alta atividade de neurénios corticais, semelhante a
observada durante a vigilia (Jouvet e col., 1964) (Fig.1). Esta caracteristica torna o sono REM
também conhecido por fase ativa do sono. Ja em relagdo aos registros EMG, ha uma baixa
atividade elétrica (Fig.1). Isso porque ha uma atonia da musculatura esquelética, mantendo-se
ativos somente os musculos que movimentam os olhos, 0s 0ssos do ouvido médio e o
diafragma (Rechtschaffen e Siegel, 2000).
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Em 1962 Jouvet criou o termo sono paradoxal, pois apesar de uma atividade cortical
semelhante a encontrada na vigilia, ocorre também uma atonia muscular.

E durante essa fase que ocorrem os sonhos mais bem estruturados (Reinoso-Suarez e
col., 2001). Ao se despertar durante o sono paradoxal, relatam-se detalhes vividos de sonhos,
indicando que o sonho é um comportamento associado com a ativagdo do encéfalo no sono
paradoxal.

Dormir e descansar podem ser satisfatoriamente explicados como estados de
adaptacdo, cuja funcdo central é a conservacdo de energia e regulacdo do comportamento
(Siegel, 2009). Além dessas fungdes, certos processos de recuperacdo podem ser realizados
dentro de sono. No entanto, apesar de Vvarios trabalhos associarem a fase de sono paradoxal a
determinadas fungdes e comportamentos, o papel adaptativo dessa fase permanece ainda um
mistério. Os altos niveis de demanda metabolica cerebral e a atenuacdo da regulacédo
homeostatica tornam dificil o entendimento de como os seres vivos podem beneficiar-se deste

estado.

Figura 1- Registros elétricos do sono nREM e sono paradoxal

Sono nao-REM  Sono Paradoxal

D e T T e R T Y )
Eletrooculograma WA AN LA s A AR ‘ ::QQ{}

(EOG)
vigilia
Eletroencefalograma ‘ e
(EEG) i it =T

Eletromiograma ‘
(EMG)

Arquitetura do sono

Durante todo o periodo de sono, as fases de sono paradoxal e nREM se alternam de
forma ciclica e organizada (Fig.2) (Hobson, 1999). Acontecem normalmente de 4 a 6 ciclos

de sono por noite. Os estagios 1 e 2 do sono nREM sdo 0s primeiros a aparecer durante o
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periodo de sono, e muitas vezes alternam com breves episodios de vigilia antes do inicio do
sono profundo (estdgios 3 e 4). O sono nREM predomina nas primeiras horas de sono
enguanto que o tempo de sono REM aumenta nas Ultimas (para revisdo ver: Tufik e col.,
2009).

Figura 2 - Arquitetura do sono

I |

| | | | | |
23:00 0:00 1:00 2:00 3

0 4:00 5:00 6:00 7:0C

I
I
Vigilia — | —

| Sono Paradoxal
1
Paradoxal — y
I
|
Estagio 1 — :
Estagio 2 — N
I
I
Estagio 3 — i
SAES Sono de ;
L ondaslenta -
Estagio 4 — !

s I :
Inicio do sono ! Final do sono

i
0

Legenda: O sono é caracterizada pela ocorréncia ciclica de sono REM e sono nREM, que inclui sono de ondas
lentas (estagios 3 e 4)

Fonte: Adaptado de Diekelmann e Born, 2011.

Mecanismos neurais do sono Paradoxal

Neur6nios monoaminérgicos localizados no Locus Coeruleus (LC) chamados de
REM-off e neurdnios colinérgicos chamados de REM-on localizados tegmento
pontomesencefalico sdo responsaveis pela modulacdo do sonoparadoxal . Os neurénios REM-
on estdo ativados durante essa fase do sono e os neurénios REM-off sdo responsaveis pelo seu
término (Pal e Mallick, 2007).

A ativacdo de neurbnios REM-on induz a liberagdo de acetilcolina que ativa
interneuronios GABAEérgicos no LC, estes por sua vez, inibem os neuronios REM-off.
Neurdnios REM-off ativos inibem neurdnios REM-on. Desta forma a inibicdo de REM-off
facilita a atividade de neurdnios REM-on, resultando no inicio do sono paradoxal (Pal e
Mallick, 2007).
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A supressdo do ténus muscular no sono pardoxal é mediada por interconexdes de
varios tipos de células REM-on que estdo localizadas na ponte e no bulbo. O ténus muscular é
diminuido por um sistema descendente. Os neur6nios colinérgicos da ponte ativam neurénios
glutamatérgicos, que se projetam para o bulbo, onde fazem conexfes com interneurénios que
liberam glicina. Esta liberagdo de glicina hiperpolariza os neurdnios motores, produzindo a
paralisia motora do sono paradoxal (Reschtschaffen e Siegel, 2000).

Privacdo de Sono

O sono é uma parte essencial da vida humana e € necessario para a satde. Disturbios
do sono causados por doencas, exigéncias profissionais ou até laser, contribuem para a
diminuicdo do rendimento no trabalho e na escola. A sonoléncia é atualmente reconhecida
como um fator com grande contribui¢do nas taxas de acidentes devido a perda de reflexos
(Phillip e Akerstedt, 2006). Hoje as pessoas tendem a dormir cada vez mais tarde e acordar
cada vez mais cedo. Por esse motivo acabam tendo uma privacdo parcial de sono paradoxal,
pois é no final da noite que os episddios de sono paradoxal acontecem com maior duragdo e
frequéncia. Nos altimos cinquenta anos ocorreu uma reducgdo de aproximadamente 2 horas na
duracdo diaria do sono (Banks e Dings, 2007). Este débito de sono tende a ser compensado
com um aumento de tempo de sono nos finais de semana, contudo, a reposicdo ou rebote
ocorre para o0s estagios 2 e 3 da fase de sono nREM (Banks e Dings, 2007).

Uma das formas de se estudar as fungBes do sono é através da observacdo das
alteracdes em sistemas de neurotransmissores e seus receptores quando ha a privacdo do
mesmo (Rechtschanffen e col., 1989; Rechtschaffen e Bergmann, 2002, Tufik e col., 2009).
A privacdo de sono paradoxal (PSP) gera varias alteragdes comportamentais em animais e
humanos. Em ratos essa privagdo leva a um aumento da atividade motora, irritabilidade,
ingestdo de alimento, diminuicdo do limiar de dor, aumento da atividade sexual e alteracdo na
memoria (Cohen e Dement, 1965; Albert e col., 1970; Sloan, 1972; Tufik,1981; Onen e col.,
2001; Ferraz e col., 2001; Damasceno e col., 2008; 2009, Skinner et al., 2011; McCoy e
Streccker, 2011).

As alteracbes sdo decorrentes de mudancas primarias em VAarios sistemas de
neurotransmissores centrais. A privacdo de sono também pode causar alteracdo na
expressdao de diferentes genes no encéfalo, incluindo genes que codificam proteinas

envolvidas em processos metabolicos, plasticidade neural e em genes que codificam
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neurotransmissores, receptores hormonais, transportadores e enzimas (para reviséo ver: Tufik
e col., 2009).

As técnicas de privacdo de sono paradoxal consistem em manter oS animais
experimentais acordados durante essa fase especifica. Grande parte dos modelos utilizados
para PSP sdo modificacfes de um modelo desenvolvido por Jouvet e col. (1964), conhecido
como tecnica de pote de flor invertido. Essa técnica consiste na utilizacdo de plataformas
circulares estreitas de 6 centimetros de diametro, alocadas no interior de tanques contendo
agua até cerca de 1 centimetro abaixo da superficie da plataforma, onde cada rato € mantido
durante o periodo de privacdo. Neste modelo durante a vigilia e a fase de sono nREM o
animal equilibra-se sobre a plataforma. No inicio da fase de sono paradoxal, em funcdo da
atonia da musculatura esquelética caracteristica da fase, o animal entra em contato com a
agua, acordando subsequentemente. Através desta técnica a fase de sono paradoxal é
eliminada completamente. Ocorre também uma pequena reducdo no sono de ondas lentas
(Machado et al., 2004).

Aprendizado e Memoria

O aprendizado é definido como o processo de adquirir novas informacGes ou
conhecimento e a memdria é tipicamente definida como a capacidade de retencdo da
informacdo aprendida (Thompson e col., 2002). O processo de memdria € dindmico e pode ser
modificado através de diversos fatores como: por uso de drogas (Claro e col., 1999; Patti e
col., 2005), estresse (McEwen e Sapolsky, 1995; Sandi e Pinelo-Nava, 2007) e privacdo de
sono (para revisao ver: Rauchs e col., 2011),

Do ponto de vista fisiologico, o aprendizado e a memdria sdo interdependentes,
estando ligados ao processo de desenvolvimento de prolongamentos neuronais e ao
estabelecimento de circuitos l6gicos de memoria. (para revisdo ver: Battaglia e col., 2011)

A aprendizagem leva a mudancas de conduta, seja por condicionamento operante,
experiéncia ou ambos, através de técnicas de ensino ou pela simples aquisicdo de habitos. A
aprendizagem humana envolve a vontade de aprender, caracteristica essencial do psiquismo
humano, e € um processo dinamico e criativo, ou seja, sempre em mutacdo e em busca de
novos métodos de aprendizagem. Assim, difere do adestramento dos demais animais, que €
condicionante. Nos Ultimos tempos, tem sido demonstrada a capacidade de crescimento do
cérebro, ndo no sentido do aumento do ndmero de neurdnios, mas sim no acréscimo de

conexdes neuronais, como mecanismos de memoria. Estudos demonstraram que animais que
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sdo mantidos em um ambiente rico em estimulos apresentaram cortex cerebral mais espesso
do que aqueles criados isolados ou em ambiente pobre em estimulos, em virtude de novas
ramificacGes nos neurdnios pré-existentes em resposta as experiéncias e a aprendizagem.
Percebe-se que 0 aumento da atividade mental é acompanhado por muitas mudancas no
metabolismo encefélico, por aumento do fluxo sanguineo e da temperatura corporal (Cortez e
Silva, 2008).

A memodria pode ser dividida em memoria de curto prazo e longo prazo. A memdria de
curto prazo tem uma capacidade limitada e dura apenas por um periodo de varios segundos a
um minuto. A medida que a memoria vai sendo consolidada, passa a ser denominada de longo

prazo, que armazena grande quantidade de informacéo para duragdo potencialmente ilimitada
(Fig.3).

Figura 3 - Representacdo do mecanismo de aprendizado e memoria

APRENDIZADO CONSOLIDAGAO RECUPERACAO

Fonte: Adaptado de Born e Wagner, 2009.

A memoria de longo prazo pode ser dividida em declarativa (explicita) ou néo-
declarativa (implicita) (Fig.4) (Para revisdo ver: Koehl e Abrous, 2011; McCoy e Strecker,
2011).
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Figura 4 - Categorias de sistemas de memorias

Memoria de trabalho
(Memoria de curto prazo)

Memdria episadica

Memdria | Consolidagao

~L Declarativa

Memoria de referencia Memdria semantica
(Memoria de longo prazo)

Implicita

Fonte: Adaptado de McCoy e Strecker, 2011.

Com base nos conhecimentos sobre os diferentes tipos de memodria e em que um
desses tipos pode ser afetado sem no entanto outros serem, podemos concluir que varias
regibes encefalicas sdo responsaveis pelo aprendizado e memodria. No entanto, estudos
experimentais relacionados a consolidacdo de memoria revelam alteracbes moleculares no
hipocampo e na area do neocortex, envolvendo sintese protéica e expressao génica, 0 que
indica serem essas as regides principais do encéfalo envolvidas no comportamento de
aprendizado e no controle da formacdo da memdria (para revisao ver: Battaglia e col., 2011).
Sdo descritos 4 estagios para a consolidacdo: aprendizagem, consolidacdo da aprendizagem,
armazenamento e possibilidade de recuperacdo, cujos mecanismos vém sendo estudados.
Desses estudos, 3 modelos foram elucidados: o primeiro estabeleceu que a memoria fosse
primeiramente estabelecida no hipocampo e posteriormente armazenada no neocortex; 0
segundo propde que eventos repetidos proporcionam um armazenamento mais rapido na
regido hipotalamica, portanto estocados no neocortex mais rapidamente; e o terceiro modelo,
chamado de Teoria Mdltipla do Vestigio prop6e que a regido hipocampal rapidamente
armazena a informacéo (Dash e col., 2004).

A formacdo hipocampal contém células com propriedades eletrofisiologicas capazes
de formar representacGes de espaco (células de lugar) (Moser e col., 2008), sendo o
hipocampo, portanto uma regido importante para tarefas que dependem da combinacdo de

pontos de referéncia, como em certas tarefas de memoria espacial (O’keefe e Nadel, 1978).

Lesdes seletivas no hipocampo causam prejuizos no desempenho de reconhecimento
espacial em seres humanos (Manns e col., 2003), macacos (Beason-Held e col., 1999) e
roedores (Clark e col., 2000).
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Hipocampo

O complexo hipocampal (Fig. 5) esta localizado no lobo medial temporal do cérebro e
se origina do telencéfalo dorsomedial. Através de analise histoldgica pode-se dividir o
hipocampo em duas regides: o Corno de Ammon (CA) e Giro denteado (GD). A camada de
células neuronais primarias do CA é composta por neurbnios piramidais glutamatérgicos
excitatorios. A camada de células piramidais estd presente em todo CA. Os neurdnios
piramidais apresentam diferentes propriedades morfoldgicas e genéticas, sendo divididos nas
regidbes CAl e CA3. Ainda existe a regido CA2 que é uma regido de transicdo entre a CAl e
CA3 (Tole e col., 1997).
Figura 5 - Fotomicrografia de sec¢do coronal de encéfalo de rato, mostrando a localizagdo e

regides do hipocampo (CA1, CA2, CA3 e GD).
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Fonte: O autor.

Embora tenha havido amplo debate sobre o papel preciso do hipocampo em vérias
funcdes do sistema limbico, hoje é aceito que a suas fungdes mais importantes sdo 0 processo
de aprendizagem e a formacgdo de memdrias de longo prazo. Acredita-se que 0 mecanismo
celular envolvido na memoria é a Potencializacdo de Longa Duracdo (LTP, sigla vinda do
inglés: long term potentiation) (Malenka, 2003; Lynch, 2004).

LTP é uma forma de plasticidade sinaptica que se refere & melhoria na transmisséo de
sinal de sinapses excitatorias, que persiste por longos periodos de tempo ap0s sua indugéo
(Lynch, 2004). No hipocampo, a LTP nas sinapses das regides CA3-CALl dos neurbnios
piramidais é amplamente estudada e é comumente usada como um sistema experimental para
avaliar o aprendizado e a memdria em modelos animais. Existem 3 fases sequenciais de LTP:
a potenciacdo de curto prazo (STP, sigla vinda do inglés: short term potentiation); LTP

precoce (E-LTP, sigla vinda do inglés: early short term potentiation), ambos os fendmenos
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sdo transitorios e independem de transcricdo de genes e sintese de proteinas; e LTP tardia (L-
LTP), que dura de varias horas in vitro ou semanas in vivo e exige mudancas de expressdo
génica e sintese de proteinas (Lynch, 2004; Sweatt, 1999). As mudancas na expressdo génica
contribuem para 0 aumento no ndmero de espinhas dendriticas, que formam a area de
superficie sinaptica, liberagdo pré-sinaptica de neurotransmissores e aumento da sensibilidade
pos-sinaptica para neurotransmissores (Lynch, 2004; Malenka e Bear, 2004).

Os processos de LTP sdo iniciados pela ativacdo da sinalizacdo de cascatas como, da
proteina cinase A (PKA), da proteina cinase C (PKC), da calcio/calmodulina cinase (CaMKII)
e da cascata extracelular das cinases reguladoras de cascatas (ERK) (Dash e col., 2004). A
entrada de célcio ocorre por intermédio dos receptores de NMDA (N-metil D-aspartato) que
promovem uma interacdo entre a calcio/calmodulina com a CAMKII, o que promove 0
deslocamento da mesma para a area da zona pos-sinaptica pela liga¢do do carbono terminal
do receptor de NMDA em subunidades de NR2S (Sigla vinda do inglés: nuclear receptor)
(Bayer e col., 2001). Os receptores de NMDA sdo conhecidos por serem compostos por NR1
e outras subunidades de NR (NR2A, NR2B, NR2C). Esta potencializacdo em longo prazo
ocorre mediante sintese de proteinas e do aparecimento da proteina ligante de elemento
responsivo a AMPc, CREB (sigla vinda do inglés: cAMP-responsive element-binding)
mediante a ativacao da expressao génica (Rubinson e Lang, 2009).

Sono e Memoria

Vaérios estudos ja demonstraram uma interacdo entre sono e memdria, sendo consenso
o0 papel do sono na consolidacdo da memoria (para revisao ver: Diekelmann e Born, 2011). A
consolidacdo da memoria ocorre mais eficazmente durante o sono, ja que dormindo 0s
organismos ndo recebem informagdes externas que poderiam gerar confusdo ou interferir no
armazenamento das informagdes obtidas quando em vigilia. N&o esté claro até ao momento a
quantidade de sono necessaria para a consolidacdo, nem o intervalo de tempo necesséario entre
0 aprendizado e o episodio de sono necessario para consolidacdo. Os resultados, que nao
podem ser extrapolados entre as diferentes espécies experimentais, variam de minutos a dias
(para revisdo ver: Diekelmann e Born, 2011). Da mesma forma, varios trabalhos na literatura
descrevem que a privacdo de sono depois de uma sessdo de aprendizado resulta em um déficit
de memoria em humanos (Plihal e Born, 1999; Stickgold e col., 2000) e em animais
experimentais (Graves e col., 2003; Fishbein e col., 1971; Linden e col., 1975). A privacao de



22

sono tem sido uma ferramenta Util para avaliar os efeitos do sono no aprendizado e memodria,
porém as metodologias utilizadas, que se baseiam sempre em sucessivos despertares podem
gerar estresse, que por sua vez pode também influenciar na consolidacdo da memoria. Desta
forma varias criticas tém sido feitas aos diferentes resultados obtidos (Rauchs e col., 2005).
Tanto o sono nREM como o sono paradoxal tém sido implicados na consolidacéo da

memoria (Kryger e col., 2000).

Sono Ndo REM e Memobria

Todos os estagios dessa fase de sono tém sido relacionados com a consolidacdo da
memoria (De Gennaro e Ferrara, 2003), embora a maior parte dos trabalhos seja sobre 0s
estadgios 3 e 4 (sono de ondas lentas), que parecem ter um papel muito importante na
consolidacdo da memoria declarativa. Nestes estagios a atividade colinérgica é minima, o que
poderia favorecer uma atividade hipocampal espontanea (Diekelmann e Born, 2011; Hoffman
e col., 2007). Nestes estagios a liberacdo de glicocorticoides também é minima, o que

favoreceria o fluxo de informacéo entre hipocampo e néocortex (Wagner e Born, 2008).

Sono Paradoxal e Membéria

Um aumento na quantidade e intensidade de sono paradoxal € registrado no sono
subsequente a tarefas de aprendizado, sendo essa fase de sono associada a consolidacdo da
memoria ndo declarativa (de procedimentos) (para revisdo ver: Dieklemann e Born, 2011,
Fishbein e col., 1974). Esse aumento pode ser observado durante horas e até dias apOs o
aprendizado, dependendo da metodologia utilizada. Corrobando a hipétese, varios trabalhos
descrevem enfraquecimento de memdria quando ocorre privacdo dessa fase de sono. Varios
trabalhos descrevem que a PSP realizada tanto antes, como apés o aprendizado reduz a
consolidacdo da memoria em tarefas complexas, como o0 aprendizado em um labirinto
complexo e condicionamento instrumental (Hennevin e Leconte, 1977; Peigneux e col.,
2001).

Estudos realizados no departamento de psicologia da UNIFESP, demonstraram que

noventa e seis horas de PSP reduzem a performance de ratos em varios modelos de avaliacdo
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de memoria, como esquiva inibitéria e na versdo espacial do labirinto aquatico (Tiba e col.,
2008).

Nessa fase a atividade colinérgica é similar a da vigilia, o que suportaria a
potencializacdo de longa duragdo (Aguiar, 2008).

Molecularmente, pouco se sabe ainda sobre a o efeito do sono paradoxal no
processamento da memoria. Porém, a PSP estd associada a uma menor ligacdo de
noradrenalina a seus receptores beta adrenérgicos em todo o encéfalo, o que pode resultar em
problemas na memoria devido a diminuicdo nos niveis de AMPc através da estimulacdo de
guanilato ciclase (Hipdlide e col., 1998). A PSP também tem sido associada a baixos niveis de
CREB fosforilada (Vecsey e col., 2009).

Hormoénios Corticosteroides

O eixo Hipotalamico-Pituitario-Adrenal (HPA) esta envolvido na modulacdo da
secrecdo de horménio corticosterdides pelas glandulas adrenais (cortisol no homem ou
corticosterona em ratos), que desempenham um papel fundamental na manutencdo da
homeostase. Esses hormonios sdo fundamentais para o inicio e o término adequado da
resposta ao estresse. Suas ac¢bes incluem regulacdo de funcgdes cerebrais como excitabilidade
neuronal e liberacdo de neurotransmissores (Joels, 2008), modulacdo da neurogénese e
aprendizado e memdria (Herbert e col., 2006); regulacdo de varios comportamentos e
regulacdo neuroenddcrina (Oitzl e col., 1997).

Niveis elevados de hormdnios corticosterdides podem prejudicar a homeostase e
causar danos graves as funcdes encefalicas e por isso sdo considerados fatores de risco para
incidéncia de transtornos relacionados ao estresse como depresséo (para revisao ver: De Kloet
e col., 2005).

Na resposta ao estresse 0os horménios corticosterdides agem de forma a manter a
atividade basal do sistema HPA e controlar a sensibilidade da resposta ao estresse. Desta
forma, promovem a coordenacdo de eventos circadianos como a ingestdo alimentar e sono-
vigilia, estdo envolvidos no processo de integracdo sensorial e atencdo seletiva e por
mecanismos de retroalimentacdo negativa facilitam o término da ativacdo do HPA (para

revisdo ver: De Kloet e col., 1998).
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Caracteristicas dos receptores de Corticosteroides

Quando os hormonios corticosterdides penetram no encéfalo, se ligam a receptores
intracelulares. Os receptores fazem parte de complexos multiproteicos que se localizam no
citoplasma celular. Apés a ligacdo do horménio ocorre dissociacdo de chaperonas, aumento
da afinidade receptor-ligante e migracdo do complexo receptor-horménio para o nucleo. Esse
complexo funciona como um fator de transcricdo génica (Munck e col., 1990; Brink e col.,
1992).

Existem dois subtipos de receptores de corticosterdides no encéfalo: Receptores de
Mineralocorticéides (RMn) e Receptores de Glicocorticdides (RGc) (Joels e col., 2008). RMn
e RGc coexistem em neurdnios e a acdo dos hormonios corticosterdides sdao mediadas por
esses receptores que agem de forma sinérgica ou antagonista dependendo da funcdo celular
(Van Eekelen e col., 1988).

Os RMn estdo localizados predominantemente em areas limbicas, particularmente na
regido do hipocampo nas regides CAL/CA2 e GD. Esses receptores apresentam uma alta
afinidade pelos hormonios corticosterdides e sdo necessarias baixas concentracfes de
corticosteroides para a sua ativagao (Herman e col., 1989; Pryce, 2008).

Ja os RGc se encontram amplamente distribuidos em todas as regides do encéfalo
inclusive no hipocampo. S8o necessarias altas concentraces de horménios corticosterdides
para ativa-los e a afinidade do horménio ao receptor € cerca de dez vezes menor quando
comparado ao RMn (para revisao ver: De Kloet e col., 1993).

Com presenca de ambos 0s receptores em neurdnios hipocampais € necessario que
haja um equilibrio adequado na acdo dos hormdnios corticosterdides, pois o equilibrio €
fundamental para atividade neuronal, capacidade de resposta ao estresse e na consolidacdo do
aprendizado e memdria (McEwen e Sapolsky, 1995; De Kloet e col., 1998; Lai e col., 2007;
Pryce, 2008; Sousa e col., 2008; Rogalska, 2010). Alteragdes na relacdo de equilibrio para os
receptores RMn/RGc tem efeitos sobre a regulacdo na resposta ao estresse, riscos crescentes
de neuropatologias e danos no aprendizado e meméria (Hassan e col., 1996; Almeida e col.,
2000; Sapolsky, 2000; Rogalska 2010).
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Memoria e Glicocorticoides

A funcdo de hormdnios corticosterdides na aquisi¢do, consolidacao e recuperacao da
memoria ja vem sendo estudada ha décadas em modelos animais e humanos (Luine e col.,
1993, 1994; Kim e Haller, 2007; Lupien e col., 2007; Shors, 2006).

Existem varios trabalhos relatando o efeito do aumento dos niveis de glicocorticdides
relacionados a estresse, aprendizado e memoria. Os resultados relatados variam de melhora a
enfraquecimento, dependendo de vérias varidveis como, sexo, idade, tempo (efeito agudo ou
cronico) e intensidade do fator estresse. Entretanto, um bom numero de trabalhos descreve
gue aumento nos niveis de glicocorticoides no hipocampo e consequente super ativacdo de
RGc gera inibicdo da LTP, e como consequéncia prejuizos no aprendizado e meméria (Foy e
col., 1987; Diamond e col., 1992; Pavlides e col., 1995). Alteracdes estruturais no
hipocampo, como reducéo nas espinhas dendriticas e morte neuronal estariam associadas a
estes efeitos (para revisdo ver: Wolf, 2003; Li e col., 2011). Ja foi também demonstrado que o
tratamento agudo com glicocorticoides modula a eficacia sinaptica nos neurdnios do
hipocampo (Diamond e col., 1992; Pavlides e col., 1993; Rowan e col., 1998; Xu e col.,
1997).

O aumento na ativacdo de RMn por sua vez, induz a LTP hipocampal e leva a melhora
em testes de memdria espacial (De Kloet e col., 1999; Pavlides e col., 1993; Joels e col.,
2004). Em acordo com esses dados, o bloqueio experimental desse receptor através de
farmacos antagonistas provoca perda de rendimento em testes de memoria (Douma e col.,
1998).

Sono, Glicocorticoides e Memoéria

Como ja& descrito anteriormente, o sono é tido como um estado que otimiza a
consolidacdo de memoria de novas informacdes adquiridas (para revisdo: Diekelmann e Born,
2011). Sabe-se também da importancia da regulacdo através de acdo em receptores
especificos dos hormonios corticosteroides deste estado (para revisao ver: Wagner e Born,
2008). Niveis baixos de glicocorticdides ocorrem durante o sono de ondas lentas que precede
episodios de sono paradoxal, levando a uma associacdo entre esses horménios, sono e
memoria. A privacdo de sono paradoxal pode induzir alteracdes no aprendizado e memoria,
descritas em varios trabalhos na literatura que poderiam ser consequentes a alteragdes nos

niveis de glicocorticoides, induzidos pela privacdo dessa fase especifica de sono, ou pelas
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técnicas de privacdo utilizadas . Trabalhos envolvendo privacao de sono paradoxal e avaliagdo
de aprendizado e memdria tém sido bastante criticados pelos efeitos ndo especificos induzidos
pela técnica, como por exemplo aumento na atividade locomotora e aumento da atividade do
eixo HPA (aumento nos niveis de corticosterona), que poderiam ser responsaveis pelas
alteracOes nos testes de aprendizado e memoria (Siegel, 2001). O trabalho de Ruskin e col.,
(2006) contudo, avaliou os efeitos da PSP em ratos adrenalectomizados, cujos niveis de
corticosterona foram mantidos estaveis atraves da liberagdo por um pellet implantado e
verificaram que nesses animais a PSP continuou induzindo um enfraguecimento na
consolidacdo de memdria, 0 que mostra que a técnica usada ndo estaria influenciando no

resultado final.
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1 OBJETIVO

Considerando-se a importancia do sono bem como a importancia dos hormonios
corticosterdides no aprendizado e aquisicdo de memodria, e também considerando-se que
alteracdes na consolidacdo ndo estdo relacionadas ao estresse da metodologia de privacdo de
sono, neste trabalho objetivamos estudar o efeito de noventa e seis horas de privacdo de sono

paradoxal:

a) Na expressdo de receptores para glicocorticéides no hipocampo.

b) Na aquisicédo e consolidacdo de memoria espacial.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso entre 250-300g. Os animais foram
criados no biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, sendo mantidos em ciclo claro e escuro de doze horas (6:00-18:00).
Todos os protocolos empregados neste trabalho foram aprovados pela comissdo de ética para
0 cuidado e uso de animais experimentais do IBRAG/UERJ (CEUA/032/2010).

2.2 Privacao de sono paradoxal

Os ratos foram submetidos a privacéo de sono paradoxal por periodo de noventa e seis
horas, sendo utilizado o meétodo de mdltiplas plataformas (Fig.6) (Van Hulzen e
Coenen,1980). Neste método 10 plataformas estreitas (6,5 cm de didmetro) sdo colocadas no
interior de um tanque (120x40x40cm) cheio de &gua até lcm abaixo da superficie da
plataforma. Este método permite que os ratos se movam de plataforma para plataforma e
mantenham contacto com o0s outros ratos do mesmo grupo experimental. Durante o
experimento, quando o rato alcanca a fase de sono paradoxal, a atonia muscular presente nesta
fase faz com que o mesmo tenha contacto com a agua e desperte. O acesso a alimentacao e
agua é permitido para todos os grupos e neste procedimento obtém-se uma reducao de 100%
na fase de sono paradoxal e de aproximadamente 30% no sono de ondas lentas (Machado e
col., 2004). O grupo controle foi mantido nas mesmas condi¢des, sendo a agua no tanque
substituida por maravalha. A privacdo de sono foi realizada em uma sala de avaliacdo
comportamental, sendo o0s animais retirados do biotério e mantidos em ambientacdo por 2 dias

antes do inicio da privacao de sono ou das avaliagdes comportamentais.
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Figura 6 - Tanque de privagdo de sono paradoxal

Fonte: O autor.

2.3 Avaliacao de aprendizado e memoria espacial

2.3.1 Teste do Labirinto Aguatico Radial de oito bracos (LAROB)

Para avaliacdo de aprendizado e memdria espacial os ratos foram testados no LAROB
(Fig. 7). O LAROB consiste em um tanque com uma arena central de 41 cm de didametro com
oito bracos radialmente dispostos em relacdo a arena central formando uma espécie de
asterisco (bracos: 29 cm comprimento x 13 cm de largura x 40 cm de altura). O tanque foi
preenchido com agua de forma que os ratos ndo conseguiam tocar o fundo do tanque e nem
sair. Na extremidade de um de seus bracos foi adicionada uma plataforma que se encontrava
submersa a 1 cm da superficie que permite ao animal escapar do labirinto quando encontrada
(plataforma de escape: 8 cm de comprimento x 10 de largura). A adicdo de tinta guache
atoxica gerou opacidade na dgua com a finalidade de dificultar a visibilidade da plataforma de
escape. Antes do inicio dos testes, as caixas contendo o0s animais experimentais foram
colocadas na sala de avaliacdo comportamental, em condi¢des ambientais de luz e
temperatura semelhantes as da sala de privacao de sono. Os testes foram iniciados colocando-
se os ratos (individualmente) no centro do tanque em diregdo oposta ao braco onde era
encontrada a plataforma. Pistas espaciais, fixadas a parede (placas de acrilico de cor preta),
serviam de orientagdo para os animais. Os testes foram realizados na fase clara (13:00 a
17:00), numa sala com protecéo acustica, e gravados por uma camera de video posicionada a

1,30 m acima do LAROB para analise posterior. Foram avaliados os parametros: laténcia de
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escape, que consiste no tempo necessario para achar a plataforma e o nimero de erros obtidos
na tentativa de achar a plataforma. Foram utilizados dois protocolos, o primeiro para avaliar o
efeito da privacdo de sono na consolidacdo da memdria pré-aprendizado e o segundo para
avaliar o efeito da privacdo de sono pos-aprendizado. No primeiro (n=6/grupo) cada rato
realizou 3 testes separados por um periodo de trinta minutos de repouso. Cada teste consistia
de 3 tentativas sucessivas com sessenta segundos de duragéo e cerca de sessenta de intervalo
entre cada. Uma Ultima tentativa foi realizada 2 horas apés a terceira tentativa do terceiro
bloco. No segundo (n=12/grupo), os testes foram realizados durante 3 dias sendo 2 dias
consecutivos com 4 tentativas e o Ultimo teste realizado ap6s o periodo de noventa e seis
horas de PSP. Cada tentativa teve um intervalo de 10 minutos e o animal teve 2 minutos para
achar a plataforma. Caso a plataforma ndo fosse achada, o animal era levado e deixado sobre

a plataforma por vinte segundos.

Figura 7 - LAROB

Legenda: Aparato usado para avaliacdo da laténcia de escape e quantidade de erros obtidos.

2.4 Analise imunohistoquimica

2.4.1 Perfusdo

Ap06s noventa e seis horas de privacdo de sono paradoxal 6 animais controles e 6
animais do grupo PSP foram sacrificados usando-se a técnica de perfusdo intracardiaca, para

posterior analise imunohistoquimica.



31

Os animais foram anestesiados com 70mg/kg de tiopental sddico e tiveram sua caixa
toréxica aberta por remogdo do gradil costal para a exposicdo do coracdo. As solucBes da
perfusdo foram infundidas no ventriculo esquerdo por intermédio de uma canula acoplada a
uma bomba perfusora. Uma incisdo realizada no atrio direito permitia o escoamento do
sangue e das solugdes apos percorrerem o sistema vascular do animal. Foram utilizadas as
seguintes solucdes, solucdo salina 0,9% que visava a remoc¢édo do sangue do animal; solucéo
paraformaldeido 4% e 0,5% de glutaraldeido que realizava a fixacdo dos tecidos; solucdo
paraformaldeido com glutaraldeido acrescida de sacarose a 10% que iniciava a crioprotecao.

Ao término de cada perfuséo, iniciava-se a dissec¢do do encéfalo, para que esse fosse
mantido em uma solucdo fixadora acrescida de 10% de sacarose por 3 horas e, depois
transferido para uma solucdo de tampédo fosfato 0,1M pH 7,4 acrescido de sacarose a 20%

durante a noite a 4°C.

2.4.2 Crioseccéo

Apbs esse periodo os encéfalos foram seccionados coronalmente em um plano contendo
a regido de interesse: hipocampo, segundo as indicagdes obtidas no atlas de coordenadas
estereotaxicas (Bregma -3,14 a -4,3 mm) (Paxinos e Watson, 1998). Essas regides foram
entdo armazenadas em pequenos pocos de papel laminado, contendo meio de incluséo (OCT
tissue tek), para serem congeladas em nitrogénio liquido e seccionadas em criétomo a -20°C
na espessura de 25 um. As seccdes foram colhidas (4/lamina) em laminas (6) cobertas com
gelatina-alimen de cromo 2% e estocadas a -20°C para posterior processamento

imunohistoquimico.

2.4.3 Imunohistoguimica para receptor de glicocorticoides (RGc)

As laminas destinadas a reacdo da RGc foram mantidas em temperatura ambiente por
15 minutos e depois lavadas 3 vezes com PBS (salina tamponada com fosfato:KCl 2,7mM;
KH2PO4 1,47 mM; NaCl 136 mM e NaHPOs 8 mM; pH 7,4) com Triton 0,3%, por 10
minutos. Apds a incubagado com soro bovino 5% (BSA) por 1 hora, os cortes foram incubados
com o anticorpo primario anti-RGc na concentragdo de 1:200 (Santa Cruz, anti-coelho
policlonal IgG) por um periodo de 24 horas a 4°C. Apds este periodo as laminas ambientavam
por duas horas para entdo serem lavadas novamente com PBS Triton 0,3%. Depois foram

incubadas por lhora em temperatura ambiente (25°C) com o anticorpo-secundéario anti-
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coelho conjugado com alexa 488 (M.Probes, IgG) na concentracdo de 1:200. Em seguida as
laminas foram lavadas com PBS e montadas utilizando N-propil galato como meio.

As laminas foram observadas sob iluminacdo fluorescente em um microscopio
Olympus RX40 e fotomicrografias de imagens em um aumento de 20x foram obtidas para
posterior avaliacdo, através da camara Olympus DP 71. Para cada regido avaliada (CAl, CA3
e GD), 1 campo de cada seccdo das laminas 1, 3 e 6 foi selecionado para avaliacdo da
densidade dptica através do software Image Pro Plus, usando-se a densidade média para
analise estatistica. A densidade Optica foi avaliada para registro quantitativo da

imunoreatividade de RGc entre 0s grupos experimentais.

2.5 Desenho experimental

Figura 8 - Desenho experimental: Teste comportamental protocolo 1

96 Horas de
PSP
Legenda: Ratos foram privados de sono paradoxal por noventa e seis horas, e separados para perfuséo e posterior

andlise imunohistoquimica, ou para avaliagdo comportamental de memoria espacial (pds-privacéo de
s0no).
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Figura 9 - Desenho experimental: Teste comportamental protocolo 2

Teste|l Testell Teste lll

96 Horas de
PSP

Legenda: Ratos foram submetidos ao teste de avaliacdo de memdria espacial por 2 dias (pré-privacdo de sono),
privados de sono paradoxal por noventa e seis horas e hovamente avaliados em LAROB.

2.6 Andlise estatistica

Utilizou-se o programa estatistico GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA)
para analise dos dados comportamentais e imunohistoquimicos. Os dados do teste
comportamental e imunohistoquimica passaram pelo teste Kolmogorov Smirnov para se
avaliar se os dados estavam contidos na curva normal, caso estivessem era feito teste T ndo

pareado para as amostras, caso contrario era utilizado um teste de Wilcoxon pareado.
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3. RESULTADOS

3.1 Efeito da PSP na expressdo de RGc.

Na figura 10 observamos foto micrografias representativas de cortes coronais, onde se
pode observar 0 padrdo de marcacdo para RGc em neurdnios da regido de hipocampo, de
ratos controles e privados de sono paradoxal. Observamos marcagdo nos cortes dos 2 grupos
experimentais embora com diferentes niveis de intensidade. A marcac¢do imunohistoquimica
para RGc foi tanto nuclear quanto citoplasmética, sendo possivel observar uma intensa
marcacdo na camada de células granulares. Observamos aumento na expressao de RGc,
através da intensidade de fluorescéncia, nos cortes de ratos PSP, nas regides CAl e GD,
quando comparados aos cortes de ratos controles (Fig. 10 B e F). Na regido CA3 a marcacao
observada foi similar nos cortes de ambos 0s grupos experimentais.

A avaliacdo quantitativa da imunoreatividade para RGc foi efetuada atraves da
avaliacdo da densidade Optica, sendo a mesma proporcional a expressdo dos receptores
(quanto maior a fluorescéncia emitida, maior a expresséo celular).

Na regido CAL, o grupo PSP apresentou um aumento significativo na densidade media
de 13,6% quando comparado ao grupo controle (Fig.11; P= 0,0298). Na regido CA3, ndo
houve diferenca significativa na densidade meédia entre os grupos (Fig. 12; P= 0,1048). Ja na
regido do GD, o grupo PSP apresentou um aumento significativo na densidade média de

19,9% quando comparado ao grupo controle (Fig. 13; P=0,0239).
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Figura 10 - Fotomicrografias representativas de sec¢Ges de hipocampo imunoreagidas com

anticorpos para receptores de glicocorticdides

Legenda: (A) CAL Controle (B) CA1 PSP; (B) CA3 Controle (D) CA3 PSP; (E) GD Controle (F) GD PSP.
Fonte: O autor
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Figura 11 - Expresséo de RGc na regido CA1 do hipocampo de ratos controle e PSP
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Legenda: Os valores estdo expressos como médiaterro padrdo. Teste t ndo-pareado entre ratos controles e PSP.

*(P<0,05)

Figura 12 - Expresséo de RGc na regido CA3 do hipocampo de ratos controle e PSP

30000+
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20000+

15000

10000+
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Densidade Optica (UA)

CA3

[ CTRL
B PSP

Legenda: Os valores estdo expressos como médiazerro padrdo. Teste t ndo-pareado entre ratos controles e PSP.
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Figura 13 - Expresséo de RGc na regido GD do hipocampo de ratos controle e PSP

30000- GD *
O CTRL

250004 Bl PSP

20000+
15000+
10000+

5000+

Densidade Optica (UA)

Legenda: Os valores estdo expressos como médiaterro padrdo. Teste t ndo-pareado entre ratos controles e PSP.
*(P>0,05)

3.2 Analise da avaliacéo de aprendizado e memoria espacial

O teste no labirinto aquético radial de 8 bracos teve o objetivo de verificar o efeito da
PSP na memoria espacial de ratos. Nas figuras 14 e 15 e tabelas 3 e 4 podemos observar o
tempo de laténcia de escape e 0 nimero de erros, de animais controle e PSP utilizados no
protocolo 1. Neste protocolo foram utilizados 6 ratos por grupo experimental, sendo o grupo
PSP submetido a 96 horas de privacao e posteriormente ratos controles e privados testados no
LAROB. No primeiro teste ambos 0s grupos apresentaram uma alta laténcia de escape, ndo
havendo diferenca significativa entre os grupos (Fig. 14, tabela 1; P= 0,5885). No segundo e
terceiro testes houve uma reducéo semelhante na laténcia de escape em ambos os grupo (Fig.
14B e C, tabela 1 ; P= 0,0896; P= 0,5625). No ultimo teste que aconteceu 2 horas ap6s a
ultima sessdo do teste 3 os ratos de ambos 0s grupos apresentaram tempos semelhantes na
laténcia de escape, ndo sendo observada diferenca significativa entre os grupos (Fig. 14D,
tabela 1; P=0,6250)
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Figura 14 - Laténcia de escape de animais submetidos ao teste LAROB Protocolo 1
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Tabela.1- Laténcia de escape no LAROB

Tabela 1: Laténcia de escape no LAROB (s).

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4

CTRL

Teste 1 40,33 39,17 10,17 11

Teste 2 38,5 18,50 13,33

Teste 3 42,5 19,33 7,33
PSP

Teste 1 30,17 23,83 9,17 9,33

Teste 2 43,17 8,67 7,83

Teste 3 36,83 17,17 8,00

Na avaliacdo da quantidade de erros obtidos, vemos que no primeiro teste
nao houve diferenca significativa entre os grupos (Fig. 15, tabela 2; P= 0,7100). No
segundo e terceiro testes houve uma reducdo na quantidade de erros obtidos

semelhante entre os grupos (Fig. 15B e C, tabela 2; P=0,7796; P=0, 0367) 0 mesmo
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acontecendo no quarto teste, que aconteceu duas horas apd0s a Ultima sessdo do
terceiro teste (Fig. 16D, tabela 4; P= 1,00).

Figura 15 - Numero de erros de ratos submetidos ao teste LAROB protocolo 1
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Legenda: Testes 1, 2, e 3 imediatamente apds 96 horas de PSP e teste 4, 2 horas ap6s. Cada barra representa a
médiazerro padrédo de 3 sessdes em A, B e C e 1 sessdo em D.
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Tabela.2 - NUmero de erros no LAROB
Tabela 2: Niumero de erros no LAROB.

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4

CTRL

Teste 1 5 4,66 1,16 1,5

Teste 2 5,16 2 1,66

Teste 3 5,16 1,33 0,5
PSP

Teste 1 5,16 3,5 2 1,5

Teste 2 7,33 0,83 1,67

Teste 3 4,5 3 1,66

Nas figuras 16 e 17 e tabelas 3 e 4, podemos observar o tempo de laténcia de escape e 0
namero de erros, de animais controle e PSP utilizados no protocolo 2. Neste protocolo,
utilizamos 12 ratos em cada grupo experimental e observamos que no primeiro teste (dia 1,

antes da PSP) ambos o0s grupos apresentaram uma laténcia de escape elevada, ndo havendo
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diferenca significativa entre os grupos (Fig. 16A, tabela 3; P= 0,0724). No segundo teste (dia
2, antes da PSP), houve uma reducdo na laténcia de escape, mas também ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (Fig. 16B, tabela 3; P=0,1294). No terceiro teste, apds 96 horas
de PSP, os grupos apresentaram uma reducdo ainda maior na laténcia de escape, com 0s
animais PSP apresentando valores maiores na laténcia para localizagé&o da plataforma, embora
ndo tenhamos encontrado diferenca significativa entre 0s grupos experimentais com o teste
estatistico utilizado (Fig. 16C, tabela 3; P=0,3054). Em relacdo ao numero de erros obtidos na
tentativa de localizacdo da plataforma, no primeiro dia de teste ambos os grupos apresentaram
um namero alto de erros, (Fig.17A, tabela 4; P= 0,4514). No segundo dia houve uma reducédo
na quantidade de erros obtidos (Fig. 17B, tabela 4; P= 0,5601) e no terceiro dia, apos 96 horas
de PSP apresentaram uma reducdo ainda maior na quantidade de erros obtidos O grupo PSP
apresentou também valores maiores de erros (Fig. 17C, tabela 4; P=0,2972), mas ndo foi
observada diferenca significativa entre 0s grupos com o teste estatistico utilizado, nos 3 de
dias de testes.



Figura 16 - Laténcia de escape de ratos submetidos ao teste LAROB protocolo 2
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Legenda: A e B dias 1 e 2, antes de o grupo PSP passar pela privacdo, e C ap6s um periodo de noventa e seis
horas de PSP. Cada barra representa a médiaterro padréo de 4 sessdes em A e B e 1 sessao em C.
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Figura 17 - Numero de erros de ratos submetidos ao teste LAROB protocolo 2
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Legenda: A e B dias 1 e 2, antes de o grupo PSP passar pela privagdo, e C ap6s um periodo de noventa e seis
horas de PSP. Cada barra representa a médiaterro padrdo de 4 sessdes em A e B e 1 sessdo em C.



Tabela.3 - Laténcia de escape no LAROB

Tabela 3: Laténcia de escape no LAROB (s).

Dia 1 Dia 2 Dia 3

CTRL

Teste 1 29,81 33,36 10,45

Teste 2 55,45 15,54

Teste 3 18,00 15,27

Teste4 33,63 12,77
PSP

Teste 1 44,72 34,09 22,18

Teste 2 36,09 32,54

Teste3 43,63 19,26

Teste4 21,45 16,00
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4 DISCUSSAO

A privacdo de sono pode desencadear varias alteracGes fisioldgicas perigosas que
levam a um comprometimento da qualidade de vida entre os seres vivos. Varias situacdes
patoldgicas, bem como a vida moderna, levam a redu¢do no nimero de horas de sono e
consequentemente ao cansaco, acidentes e ao desenvolvimento de outras patologias (para
revisao ver: Tufik e col., 2009). Embora o papel do sono na satde néo esteja ainda totalmente
elucidado, sdo bastantes os trabalhos na literatura que descrevem alteracbes hormonais,
comportamentais e neuroquimicas induzidas pela privacao de sono (Tufik e col., 1978; Silva e
col., 2004; Spiegel e col., 1999; Andersen e col., 2005; Hipolide e col., 2005; 2006;
Damasceno e col., 2008, 2009; Skinner e col., 2011). Particular atencdo tem sido dedicada ao
estudo dos efeitos da privacdo de sono no aprendizado e memdria. Neste sentido varios
trabalhos tém descrito a importancia das fases de sono nREM (estagios 3 e 4) e sono
paradoxal nestes comportamentos. Como um bom nimero de pessoas acaba tendo que
despertar mais cedo, 0 sono paradoxal que ocorre em maior quantidade na segunda metade da
noite acaba sendo o mais privado e mais relacionado, portanto a alteracGes fisiologicas e
comportamentais. Varios trabalhos tém descrito que o sono apds o aprendizado facilita a
consolidacdo e memoria de longo prazo, assim como que a PSP ap6s o aprendizado induz a
déficits na consolidagdo da memdria em humanos e modelos animais (para revisdo ver: Hajali
e col., 2012). Esses déficits ocorrem em diferentes tipos de memdria e estdo associados ao
tempo de privacdo a que sdo expostos (para revisao ver: Hajali e col., 2012). Os efeitos da
PSP sobre a memaria ocorrem em consequéncia a alteracdes na excitabilidade das membranas
e plasticidade sindptica (McDermott e col., 2003; Ravassard e col., 2009; Alhaider e col.,
2010; Guzman-Marin e col., 2006). A PSP causa reducéo na inducdo e manutencao de LTP e
aumento na depressdo de longa duragdo (LTD) (Tadavarty e col., 2011).

Também ja se conhece bem o papel dos hormonios glicocorticéides no aprendizado e
memoria, onde niveis circulantes muito baixos ou muito elevados podem interferir
negativamente na etapa de consolidagédo (Korte, 2001). As alteragdes propostas seriam
alteracbes na expressdo de receptores para corticosteroides no hipocampo, com farmacos
antagonistas para glicocorticoides revertendo essa interferéncia negativa (Wright e col., 2006)

Considerando-se que as condi¢fes de vida moderna, patologias ou até os
métodos experimentais de privacdo de sono induzem algum tipo de estresse e estdo associados
a enfraquecimento e déficits de memdria, varios autores tém estudado o papel dos

glicocorticéides no aprendizado e memoria apds privagdo de sono. Os resultados mais
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recentes indicam que o enfraquecimento de memoria relacionado a PSP ndo é consequente a
variacBes nos niveis de glicocorticoides circulantes (Ruskin e col., 2006). De fato, a alteragéo
nesses niveis é variavel, com varios trabalhos ndo observando alteracGes, o que parece
depender do método e tempo de privacdo usados (Tiba e col., 2007). N&o se sabe, entretanto
se existem alteracbes moleculares envolvendo a expressdo de receptores para glico e
mineralocorticoides no hipocampo.

Os RGc e RMn se encontram amplamente distribuidos no hipocampo e medeiam a
acao dos hormonios corticosterdides. Ambos estdo envolvidos no processo de memdria e
aprendizado e o deshalanco nas acdes desses receptores esta envolvido com o
enfraquecimento do aprendizado e memoria (Joels e col., 1995).

Neste trabalho avaliamos a expressdo de RGc no hipocampo de animais PSP por um
periodo de noventa e seis horas e avaliamos também o efeito da PSP, pelo mesmo periodo,na
aquisicdo e consolidacdo da memoria espacial. Nossos resultados mostram que animais PSP
apresentam um aumento na expressao de RGc nas regides CAl e GD do hipocampo, regides
envolvidas na formacéo e consolidacdo de memdria espacial, quando comparados ao grupo
Controle, enquanto que na regido CA3 ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
Estes resultados podem indicar uma alteragdo no balango existente entre receptores
corticostergides no hipocampo de ratos privados de sono paradoxal, que poderia ser
responsavel pelo enfraquecimento de memdria associado a privacdo de sono. Alfarez e col.
(2002) demonstraram que o aumento de RGc no hipocampo gera supressdo da LTP e
aumenta a LTD (depressédo de longa duracdo). Como a LTP é importante no hipocampo para
0 processo de aquisicdo de memoria, 0 aumento de RGc pode ser responsavel por prejuizos
no aprendizado e memdria. Como o enfraquecimento de memaria ndo parece ser consequente
a alteracbes nos niveis circulantes de glicocorticédes (Ruskin e col., 2006), esta alteracdo
pode ocorrer devido a alteracBes na expressdo génica induzidas pela PSP. Ja é descrito na
literatura a alteracdo na expressdo de genes induzida pela PSP (Tufick e col., 2009). A
avaliacdo da expressao de receptores para mineralocorticoides nestas regides faz-se necessaria
para uma conclusdo definitiva sobre como esta o equilibrio do sistema ap6s o periodo de
privacao.

Com a finalidade de sugerirmos uma interacdo entre a alteracdo imunohistoquimica e
um enfraquecimento no aprendizado e consolidagdo de memdria espacial, testamos ratos
controles e PSP no LAROB. Utilizamos 2 protocolos diferentes para estudarmos a influéncia
da privacao de sono prévia ao aprendizado e a influéncia da privagdo de sono na consolidagao

apos o aprendizado.
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Atraveés da utilizacdo do protocolo 1 observamos que a PSP por periodo de noventa e
seis horas ndo interferiu no processo de aprendizado e memdria, com ambos 0s grupos
apresentando também uma queda gradual na laténcia de escape e numero de erros nos 4
testes.

No protocolo 2 observamos que nos testes 1 e 2, pré privacdo, ambos 0s grupos
apresentaram uma queda gradual na laténcia para localizar a plataforma com o passar das
sessOes. Apds noventa e seis horas, o grupo PSP apresentou uma tendéncia a aumento no
tempo de laténcia, que ndo foi estatisticamente significativa. Provavelmente o aumento no
nimero de animais experimentais normalizard as varidveis associadas & avaliacdo
comportamental. O mesmo foi observado na quantidade de erros obtidos na tentativa de achar
a plataforma.

Em um trabalho recente, Hajali e col. (2012) demonstraram que a PSP por um periodo
de 72 horas afeta a memoria espacial de ratos Wistar de uma forma sexo dependente, afetando
somente ratos Wistar fémeas. Os resultados obtidos pelos pesquisadores, poderiam explicar os
nossos resultados no efito da privacdo pré aprendizado (protocolo 1), ja que s6 utilizamos
ratos machos. Contudo neste protocolo utilizamos apenas 6 ratos por grupo, o que pode ser
pouco para uma avaliagdo comportamental. Pretendemos aumentar o nimero de animais
experimentais para uma concluséo mais definitiva.

Nossos resultados demonstraram que a PSP gera aumento na expressdao de RGc, no
hipocampo, que é a regido responsavel pela aquisicdo de memoria espacial e apresentam

tendéncia a enfraquecimento na consolidacdo da memdria de longo prazo.
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CONCLUSAO

Através dos dados obtidos nesse estudo podemos concluir que a PSP por periodo de 96 horas:

a) Aumenta a expressdo de receptores para glicorticoides nas regides CAl e GD do
hipocampo.

b) N&o altera a expressdo de receptores para glicocorticoides na regido CA3 do

hipocampo.
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