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RESUMO

RITO-COSTA, Fernanda. Efeitos imediatos e tardios da privacédo de sono em
camundongos pré-puberes: implicacbes em comportamentos tipo-afetivos. 2023. 73 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A reducédo do numero de horas de sono em criangas e adolescentes em idade escolar esta
associada com uma série de distirbios comportamentais, como transtornos de ansiedade,
depresséo e baixo desempenho escolar. Estudos realizados em animais sugerem que a privagao
de sono durante o desenvolvimento interfere em uma série de processos que influenciam na
formacdo e a maturacdo da circuitaria neural, como a sinaptogénese, o refinamento sinaptico, a
mielinizacdo e a sintese proteica. Desta forma, é razoavel supor que a privacéo de sono durante
a infancia ou periodo pré-pubere (periodo marcado por intensa sinaptogénese em diversas
regibes cerebrais) pode acarretar em prejuizos neurocomportamentais por um longo periodo da
vida do individuo. Contudo, at¢é o momento, existem poucos estudos investigando as
consequéncias comportamentais da privacdo em roedores jovens. O objetivo geral deste
trabalho foi testar a hipotese de que a privacao de sono durante o periodo pré-pubere afeta o
comportamento tipo-ansioso e a capacidade de lidar com o estresse. Em P23 (P1 = dia do
nascimento), camundongos suicos de ambos os sexos foram privados de sono por 72h (grupo
REMd) pelo método das multiplas plataformas ou aos procedimentos de controle (grupo
CONT) ou permaneceram em suas gaiolas de criagio (grupo NAIVE). O comportamento tipo-
ansioso e a capacidade de lidar com o estresse foram avaliados, respectivamente, no labirinto
em cruz elevado (LCE) e no teste de nado forcado (TNF). Os testes foram realizados
imediatamente ap0s a privacdo de sono, em P26, e 10 dias ap0s a privacdo, em P36. No LCE,
o0 percentual de entradas nos bragos abertos dos animais dos grupos CONT e REMd foi maior
do que o do que o do NAIVE, em P26. Contudo, em P36, sob 0 mesmo teste, ndo foram
observadas diferencas entre os grupos. No TNF, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos NAIVE, CONT e REMd nos animais testados em P26. Contudo, em P36, os animais do
grupo REMd apresentaram uma atividade natatdria significativamente maior do que 0s animais
dos grupos CONT e NAIVE, que n3o diferiram entre si. Os resultados no LCE sugerem que,
em curto prazo, tanto a privacdo de sono como os procedimentos de controle podem diminuir
os niveis de ansiedade, mas estes efeitos sdo transitorios. No TNF, a privagdo de sono néo afetou
a atividade natatoria em curto prazo, mas 10 dias apds promoveu uma marcante hiperatividade,
que é sugestiva de uma incapacidade de lidar com a situacdo estressante do teste. Com base em
nossos resultados podemos concluir que a privacdo de sono durante o periodo pré-pubere é
capaz de afetar, em curto prazo, 0 comportamento tipo-ansioso e, em longo prazo, a capacidade
de lidar com o estresse.

Palavras-chave: Insonia; Privagdo de sono; Desenvolvimento; Comportamento rotacional;
Comportamento tipo-ansioso.



ABSTRACT

RITO-COSTA, Fernanda. Short and long-term effects of sleep deprivation in prepubertal
mice: implications on anxiety-like and coping with stress behaviors. 2023. 73 f. Dissertacédo
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Sleep deprivation in children and adolescents of school age is associated with a series
of behavioral disorders, such as anxiety disorders, depression and poor school performance.
Animal studies suggest that sleep deprivation during development interferes with a series of
processes that influence the formation and maturation of neural circuitry, such as
synaptogenesis, synaptic refinement, myelination and protein synthesis. Thus, it is reasonable
to assume that sleep deprivation during childhood or the prepubertal period (a period marked
by intense synaptogenesis in several brain regions) can lead to neurobehavioral impairments
for a long period. However, there are few studies investigating the behavioral consequences of
deprivation in rodents. The objective of this study was to test the hypothesis that sleep
deprivation during the prepubertal period affects anxiety-like behavior and the ability to cope
with stress. Form P23 (P1 = day of birth) to P26, Swiss mice of both sexes were sleep-deprived
(REMd group) by the multiple platforms method or submitted to control procedures (CONT
group) or remained in their rearing cages (NAIVE group). The anxiety-like behavior and the
coping with stress were assessed, respectively, in the elevated plus maze (EPM) and in the
forced swim test (FST). Mice were tested immediately after sleep deprivation at P26 or 10 days
after sleep deprivation, at P36. In EPM, the percentage of entries into the open arms of CONT
and REMd groups was greater than that NATVE group, at P26. However, in P36, differences
were not observed between groups. In FST, no differences were observed between the NAIVE,
CONT and REMd groups in the animals tested at P26. However, at P36, the REMd group
showed a greater swimming activity than the CONT and NAIVE groups, which did not differ
from each other. The EPM results suggest that, in the short term, both sleep deprivation and
control procedures can transiently decrease anxiety levels. In FST, sleep deprivation did not
affect swimming activity in the short term, but 10 days later, it promoted a marked
hyperactivity, which is suggestive of an inability to deal with the stressful situation of the test.
Based on these results, we can conclude that sleep deprivation during the prepubertal period is
able to affect, in the short term, anxiety-like behavior and, in the long term, the ability to deal
with stress.

Keywords: Insomnia; Sleep deprivation; Development; Rotational behavior; Anxiety-like
behavior.
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INTRODUCAO

Aspectos historicos

Dormir e sonhar sempre foram parte integrante da existéncia humana e poucas
condicBes fisioldgicas receberam tanta atencdo de poetas, escritores e da comunidade
académica como o sono. Até meados do século XX, prevalecia ideia do sono como um processo
passivo que, ao contrario da vigilia, era desencadeado pela diminuicéo da estimulacéo sensorial
(DEMENT, 2005; THORPHY, 2011).

Um bom exemplo ¢ o texto inicial do livro “A filosofia do sono” de Robert Macnish,
membro da escola de médicos e cirurgides de Glasgow, publicado em 1834: “O sono é o estado
intermediario entre a vigilia e a morte; a vigilia é considerada como o estado ativo de todas as
fungoes animais e intelectuais e a morte como sua suspensdo total” (MACNISH, 1834, citado
por Dement, 2005).

Vale mencionar que durante o século XIX, considerado a era das teorias do sono, uma
série de suposicdes menos populares foi proposta para explicar o inicio do sono (THORPHY,
2011). As teorias vasculares congestiva e anémica propunham que 0 sono era gerado,
respectivamente, pelo aumento ou pela reducdo da quantidade de sangue na cavidade craniana
e as varias versdes de uma teoria quimica (humoral) na qual produtos de fadiga como as
“hipnotoxinas”, as “urotoxinas” ou o didéxido de carbono se acumulavam durante 0 dia,
causando o sono e eram eliminadas gradualmente durante o sono, levando o individuo a acordar
(THORPHY, 2011). Além disso, nenhuma distincéo clara se fazia entre o sono e outros estados
inativos, como 0 coma, 0 estupor, a anestesia e a hibernacdo (DEMENT, 2005; SCHULZ,
2022).

A descoberta e o aprimoramento do eletroencefalograma (EEG) na década de 1920
permitiu um grande avango na investigacdo da atividade neural durante o sono (WALKER,
2008; THORPHY, 2011). Em 1929, Johannes Berger (1873-1941) foi o primeiro a registrar a
atividade elétrica no cérebro humano, demonstrando marcantes diferencas entre a atividade na
vigilia e no sono (WALKER, 2008; THORPHY, 2011).

Na década de 1930, uma série de estudos demonstrava que o padrdo de registro
eletroencefalografico do sono apresentava uma identidade propria caracterizada por ondas
lentas (baixa frequéncia) de alta amplitude, enquanto a vigilia se caracterizava por ondas de
baixa amplitude e o ritmo alfa de alta frequéncia (DEMENT, 2005; SCHULZ, 2022; WALKER,
2008; THORPHY, 2011). Estes estudos contribuiram para que a imagem de um cérebro



12

desligado durante o sono desse lugar a de um cérebro ativo, ainda que envolvido em uma
atividade neuronal lenta, sincronizada e ociosa durante essa fase (WALKER, 2008;
THORPHY, 2011, DEMENT, 2005; SCHULZ, 2022).

Em 1953, Eugene Aserinsky e Nathaniel Kleitman, demonstraram a ocorréncia de
movimentos oculares rapidos e aleatorios durante o estagio do sono em que ocorriam 0s sonhos,
que eles chamaram de “sono de movimento rapido dos olhos” (REM, do inglés rapid eyes
movement)” (ASERINSKY, 1953). Em 1957, Kleitman e William Dement descobriram um
padrdo recorrente de sono REM e ndo-REM durante o monitoramento eletroencefalografico
noturno, uma descoberta que deixou claro que o sono ndo poderia mais ser considerado um
estado homogéneo (DEMENT, 2005).

Durante a década de 1960, muitos pesquisadores participaram de uma descrigdo
detalhada e quantitativa do sono humano e animal, incluindo mudancas relacionadas a
diferentes estagios de desenvolvimento. Contudo, o maior avanco talvez tenha sido o conceito
da dualidade do sono, ou seja, de que 0 sono consiste em dois estados organicos totalmente
diferentes: 0 sono REM e o sono ndo-REM (WALKER, 2008; THORPHY, 2011, DEMENT,
2005; SCHULZ, 2022).

Estagios do sono

A medida que o sono avanca, a atividade eletroencefalografica sofre mudancas
marcantes que sdo acompanhadas por alteracdes comportamentais e fisiologicas. Essas
mudangas seguem um padréo e sao usualmente agrupadas em duas fases: 0 sono ndo-REM e o
sono REM. Estas fases sao distribuidas em 5 estagios, 4 estagios de sono ndo-REM e 1 estagio
de sono REM.

Conforme representado na Figura 1, antes de comecarmos a dormir, o padréo de
atividade beta, de ondas dessincronizadas de baixa amplitude e alta frequéncia (16-30Hz),
caracteristico da vigilia, muda progressivamente para um padrdo alfa, de menor frequéncia (8-
12Hz). A frequéncia das ondas eletroencefalograficas continua caindo progressivamente até
que o individuo entra no estagio 1, de ondas dessincronizadas de baixa amplitude e alta

frequéncia, mesclando ondas alfa e ondas teta, com frequéncia de 4 a 8Hz.
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Figura 1 — Tipos de ondas cerebrais obtidas por eletroencefalograma

Gama

0.0 0.2 04 06 0.8 1.0
Beta

0.0 0.2 04 06 0.8 1.0
Alfa

0.0 0.2 04 06 0.8 1.0
Teta

0.0 0.2 04 06 0.8 1.0
Delta

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Nota: A figura representa esquematicamente as cinco ondas cerebrais tipicas encontradas nos estados de vigilia,
sono ndo-REM e sono REM. S&o elas (1) Gama, presente em resolugdo de problemas, estados de concentragdo;
(2) Beta, individuo ocupado, mente ativa; (3) Alfa, em estado reflexivo, descansado; (4) Teta, durante sonoléncia;
e (5) Delta, durante o sono e sonhos.

Fonte: Adaptado ABHANG, 2016.

O estagio 1, também chamado N1, é um estagio de transicdo do qual podemos ser
facilmente despertados. No estagio 2 ou N2, que dura em torno de 10 a 25 minutos, as ondas
teta sdo entremeadas por oscilacdes ocasionais de 10 a 15 Hz, denominadas de fusos do sono,
e por ondas lentas de alta amplitude, os complexos K (FERNANDEZ, 2020; IOANNIDES,
2019).

A presenca dos fusos e dos complexos K marca de modo inequivoco o inicio do sono
(IOANNIDES, 2019). Os fusos tém sido associados com a consolidacdo de memorias e
fendmenos de plasticidade sindptica (FERNANDEZ, 2020), enquanto os complexos K
funcionariam como marcadores do ruido de fundo, que protegem o individuo de acordar, e
associados com a plasticidade sinaptica (IOANNIDES, 2019; LECHAT, 2021).

No estagio 3, o nimero de fusos diminui e a amplitude das ondas eletroencefalogréficas
de baixa frequéncia aumenta de modo marcante. Este estagio dura cerca de 10 minutos com o

ritmo delta (frequéncia de 2 a 4 Hz), presente em cerca de 20 a 50% do tempo (WALKER,



14

2008). Na medida em que o estagio 3 avanca, ocorre uma diminui¢do progressiva do ténus
muscular e das frequéncias cardiaca e respiratoria.

O estagio 4 dura de 20 a 40 minutos e é o estagio de sono mais profundo, com ritmos
delta de 0,5 a 2 Hz, ocupando mais de 50% do tempo (WALKER, 2008). Dada a presenca das
ondas delta nos estagios 3 e 4, esses periodos sdo denominados, em conjunto, como o periodo
de sono de ondas lentas (SWS, do inglés slow wave sleep). De modo interessante, o percentual
de ritmo delta durante o sono de ondas lentas tem sido utilizado como um marcador cléssico de
um processo regulatério denominado homeostase do sono (DIJK, 2010). A homeostase do sono
é referida como um processo dependente do uso, ou seja, quanto maior a ativacdo de
determinadas redes neurais durante o periodo de vigilia, maior sera a proporcéo de ritmo delta
dessas redes durante o sono subsequente (DIJK, 2010).

A reducdo experimental do SWS (sem alterar o tempo total de sono ou a duracdo do
REM) pela administracéo de estimulos auditivos (> 110dB) assim que as ondas lentas aparecem
no EEG, leva a um aumento na propensédo ao sono diurno e marcantes reducdes de desempenho
cognitivo (DIJK, 2010). Dessa forma, a proporcao de ritmo delta durante o SWS parece exercer
um importante papel em processos de recuperagao que ocorrem durante 0 sono.

Ap0s o estagio 4, o padrao eletroencefalogréafico retorna para o estagio 3, segue para o
estagio 2, e subitamente entra em um breve periodo de 10 minutos de sono REM, caracterizado
por ritmos beta e gama do EEG (PEEVER, 2017). Em fungéo das ondas beta e gama serem
comumente observadas durante a vigilia, esse estagio também é denominado de sono paradoxal.

Durante o sono REM é possivel ver, com clareza, os movimentos rapidos dos olhos por
debaixo das palpebras e 90% das pessoas que sdo acordadas durante esse periodo relatam estar
sonhando (ASERINSKY, 1953). Neste periodo, o consumo de oxigénio encefélico é mais
elevado do que quando estamos realizando certas atividades da vigilia, como a realizacdo de
operacdes matematicas complexas (BEAR, 2015).

O sono REM é, portanto, caracterizado por uma profunda atonia, com perda quase total
da capacidade de realizacdo de movimentos em quase todo o corpo. As excegdes sdo 0
diafragma, que continua a funcionar de nodo ténue, e a musculatura dos olhos e do ouvido
interno, que funcionam normalmente. De modo geral, a atividade simpatica aumenta durante o
sono REM e ocorre aumento das frequéncias cardiaca e respiratoria, que se tornam irregulares.
Contudo, a temperatura interna cai de modo marcante durante essa fase (BEAR, 2015).

Uma série de estudos vem mostrando que o sono REM ¢é importante para a formacao de
memorias, em especial de memorias espaciais e emocionais (PEEVER, 2017). Além disso, a

formag&o das memorias relacionadas as conexdes entre o hipocampo e o cortex podem envolver
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duas etapas, a transmissdo da informacdo, que ocorre durante o sono ndo-REM, e a
consolidacdo das memorias que ocorre no sono REM (AVILA, 2023). Outras funcdes do sono
REM séo a facilitacdo da plasticidade cortical, a restauracdo da transmissdo aminérgica e o
manutencdo da criatividade (PEEVER, 2017).

Durante uma noite tipica de 8h de sono, um adulto passa por algo entre 4 e 5 ciclos
discretos de sono ndo-REM e REM. O primeiro ciclo geralmente vai da entrada no estagio 1
até o final do primeiro estagio de sono REM e dura em média de 90 a 110 minutos (BEAR,
2015). Na medida em que os ciclos se repetem, ocorre uma reducéo geral na duracdo do sono
ndo-REM, particularmente dos estagios 3 e 4, e um aumento dos periodos de sono REM (Figura
2). Assim, na primeira metade da noite existe um predominio de sono ndo-REM e na segunda

metade predomina o sono REM.

Figura 2 — Registros eletroencefalograficos e hipnograma representativos de um episddio de

sSono
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Nota: Tracos eletroencefalogréaficos na vigilia e em cada estagio do sono, acompanhados por um hipnograma
representativo, com uma distribuigdo tipica dos cinco estagios de um episddio de sono noturno de 8 horas. No
inicio da noite, os primeiros ciclos ndo-REM e REM sdo dominados pelo sono ndo-REM, enquanto os ciclos
posteriores contém mais sono REM.

Fonte: GENZEL, 2013.
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O sono durante o desenvolvimento

Do nascimento até a idade adulta, o padrdo de sono e vigilia passa por profundas
mudancas. O sono dos recém-nascidos é polifasico, com intervalos randémicos de 20 a 50
minutos que, somados, ocupam cerca de 80% do dia (AHMAD, 2021). Os recém-nascidos
entram diretamente no sono ativo, um predecessor do sono REM, que ocupa 50% do tempo
total de sono no inicio da vida. Aos dois meses de idade, os fusos de sono caracteristicos do
estagio 2 podem ser identificados no EEG e os sonos REM e ndo-REM podem ser claramente
diferenciados (AHMAD, 2021).

Ritmos regulares de sono-vigilia desenvolvem-se por volta dos 2 a 4 meses de idade e
marcam a transicdo do sono neonatal para o sono infantil (AHMAD, 2021). Dos 3 aos 6 meses
se consolida um periodo de sono noturno principal e uma série de periodos de sono mais curtos
(cochilos) durante o dia (AHMAD, 2021). Os complexos K se formam por volta dos 5 a 6 meses
de idade, permitindo que o sono seja agora classificado com maior certeza nos estagios N1, N2,
N3 e REM (AHMAD, 2021).

Durante a infancia, o numero de cochilos durante o dia vai diminuindo
progressivamente. No primeiro ano, as criangas dormem entre 12 e 16 horas durante as 24h do
dia, incluindo de 1 a 2 sonecas por dia (AGOSTINI, 2021; BATHORY, 2017). Para a maioria
das criancas ocidentais, a soneca diurna é perdida entre as idades de 3 e 5 anos (AGOSTINI,
2021; BATHORY, 2017; THORPE, 2015). Alguns autores sugerem que o cochilo ap6s 0s 2
anos de idade estd associado ao inicio tardio do sono noturno ou a reducdo da qualidade e
duracdo do sono (THORPE, 2015). Com a perda desses cochilos, a duracdo total do sono

diminui, uma vez que a duracdo do sono noturno permanece estavel (Tabela 1).

Tabela 1 — Tempo total de sono e quantidade de sono recomendada nos primeiros 5 anos

Idade Média de sono/dia ) )
) Quantidade recomendada de sono/dia
(variagéo)
0-3 meses 14h (12-16) 14-17 h
3-6 meses 13h (12-15) 12-15h
6-12 meses 13h (10-14) 12-15h
1-2 anos 12-13h (12-14) 11-14h
3-5 anos 12-13h (12-14) 10-13 h

Fonte: Adaptado BATHORY, 2017.
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Os ciclos de sono REM e ndo-REM a partir da infancia véo se tornando mais longos e
com cada vez menos sono REM e mais sono ndo-REM (BATHORY, 2017; RANA, 2019).
Bebés prematuros passam 80% de seu tempo de sono em REM; recém-nascidos, 50% e, ao final
do primeiro ano de vida, a porcentagem de sono REM chega a 30% do tempo total de sono
(RANA, 2019). Alguns autores sugerem que essa grande proporcdo de sono REM estimula o
desenvolvimento estrutural de cérebro, a diferenciacdo neural e o estabelecimento das vias
neurais durante os periodos perinatal e neonatal, no qual ha uma quantidade relativamente baixa
de estimulos externos (AGOSTINI, 2021; BATHORY, 2017).

Dos 5 aos 19 anos, a porcentagem de sono REM permanece relativamente estavel,
enquanto a porcentagem de sono ndo-REM N1 e N2 (estagios 1 e 2) aumentam, e ocorre uma
diminuicdo concomitante de N3 e N4 (estagios 3 e 4) (RANA, 2019). Ainda que algumas
variacdes possam existir, ao final do desenvolvimento, as propor¢oes relativas de cada estagio
do sono séo de 2 a 5% para N1 (estagio 1), de 40 a 55% para N2 (estagio 2), de 13 a 25% para
N3 (estagios 3 e 4) e de 20 a 25% para 0 REM (RANA, 2019).

De modo semelhante ao que ocorre nos primeiros anos de vida, a duracdo do tempo total
de sono continua a diminuir durante os anos escolares e a adolescéncia. Contudo, uma série de
evidéncias vem mostrando que a necessidade de dormir ndo muda nesta faixa de idade
(CARSKADON, 1998; CROWLEY, 2018). Este fendmeno tem sido associado a mudancas nos
mecanismos que imprimem o ritmo circadiano, o que pode tornar progressivamente dificil para
os adolescentes adormecer cedo quando chega a noite e promover um atraso progressivo no
horério de inicio do sono (CARSKADON, 1998; CROWLEY, 2018).

Em acordo com esta ideia, a Sindrome do Atraso das Fases do Sono (Delayed Sleep-
Phase Syndrome), que se caracteriza pela dificuldade de adormecer no horério apropriado, pelo
inicio de sono tardio, por dificuldade em acordar pela manha (para as atividades escolares ou
de trabalho regulares) e pela sonoléncia diurna é particularmente comum em criancas e
adolescentes (FUTENMA, 2023).

Além disso, o avango tecnologico, a luz artificial e, mais recentemente, o
desenvolvimento das midias sociais, que competem com o0 tempo de sono, também tém
contribuido para este fendmeno (AGOSTINI, 2021; AHMAD, 2021). Desta forma, nos ultimos
anos, um numero cada vez maior de jovens em idade escolar é privado de sono (AGOSTINI,
2021; AHMAD, 2021; CROWLEY, 2018; FUTENMA, 2023).

Estudos recentes mostram que disturbios do sono sdo relatados em 10% a 25% das

criangas com desenvolvimento tipico e em 40% a 100% das criangas com disturbios do
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neurodesenvolvimento, como o Transtorno do Déficit de Atencdo com Hiperatividade (TDAH)
e as Desordens do Espectro Autista (DEA) (AHMAD, 2021; BELLI, 2022).

A desregulacdo do sono em criancas e adolescentes estd associada a uma serie de
problemas neurocomportamentais, como agressividade, depressdo, falta de atencéo,
hiperatividade, impulsividade, além de outros transtornos de humor (AGOSTINI, 2021).
Meninas entre 12 e 18 anos que dormem menos que 7,5 horas por noite durante o periodo
escolar tem maior risco de depresséo e ansiedade (OJIO, 2016). Um estudo realizado em escolas
americanas com 3.120 estudantes no periodo escolar, equivalente ao ensino médio brasileiro,
mostrou que os estudantes com notas C, D ou F relataram dormir, em média, 25 minutos a
menos a noite e ir para a cama 40 minutos mais tarde do que aqueles que receberam notas A ou
B (WOLFSON, 1998).

Quando comparados a adolescentes que dormem mais de 8 horas por noite, aqueles que
dormem menos de 6 horas tém aproximadamente duas vezes mais chances de apresentar
comportamentos de risco — se envolver em dire¢do arriscada, uso de maconha, alcool e tabaco,
ter comportamento sexual de risco e comportamentos agressivos (WEAVER, 2018). Além
disso, aqueles que dormiram menos de 6 horas aumentaram em trés vezes a probabilidade de
relatar que estdo pensando em suicidio e em mais de quatro vezes a probabilidade de relatar
uma tentativa de suicidio que resultou em tratamento (WEAVER, 2018).

Tomados em conjunto, estes dados sugerem um forte conflito entre os horarios de inicio
da maioria das atividades escolares e as necessidades fisioldgicas de sono dos estudantes.
Estudantes privados de sono realizam as atividades académicas de aprendizagem que
demandam concentracdo e uma plena capacidade cognitiva em um momento em que Seu Corpo
deveria estar dormindo (MELTZER, 2006). Além disso, o aumento do nimero de demandas
impostas aos estudantes (p. ex. deveres de casa, esportes, atividades e trabalho) muitas vezes
atrasa ainda mais a hora de dormir, aumenta o deébito de sono e os niveis de estresse. Por essas
razGes, um numero crescente de autores sugere uma alteracao dos horarios escolares e uma
limitacdo ao uso das tecnologias de rede a noite (AGOSTINI, 2021; FUTENMA, 2023;
SCHLIEBER, 2021).

Vale mencionar que a maioria dos estudos que avaliam as consequéncias
neurocomportamentais da reducdo das horas de sono em criangas e adolescentes avaliam 0s
transtornos durante o periodo de privacao, enquanto estes ainda estdo na escola. Considerando
a importancia do sono durante a infancia e adolescéncia, é possivel que os transtornos
decorrentes da privacdo de sono persistam apos a saida da escola ou o reestabelecimento do

sono. Contudo, esta é uma questdo ainda pouco estudada.
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O sono em outras espécies

Fundamentalmente, o sono pode ser caracterizado pelas alteracoes eletrofisioldgicas e
comportamentais associadas a estados semelhantes ao sono (ANAFI, 2019; KEENE, 2018). No
primeiro caso, 0 sono é caracterizado por mudancas na atividade das ondas cerebrais, conforme
medido pelo EEG, nos humanos, ou registros de potencial de campo local, em invertebrados
(KEENE, 2018). No entanto, para varias espécies existe uma serie de limitacbes para a
realizacdo de registros eletrofisioldgicos, incluindo dificuldade de registro em pequenos
animais e impraticabilidade de registro em um ambiente natural. Nestes casos, o sono é definido
apenas pela observagdo do comportamento (KEENE, 2018; YAMAZAKI, 2020).

A caracterizacdo comportamental do sono pode envolver pelo menos cinco critérios, a
saber: (1) quiescéncia comportamental prolongada; (2) ser reversivel apds estimulacdo (para
diferenciar da hibernacgéo, do torpor ou do coma); (3) identificagdo de uma postura estereotipada
ou especifica da espécie; (4) aumento do limiar para despertar, em resposta a estimulos
externos; e (5) aumento compensatorio do comportamento (rebote) apds privacdo de sono
(ANAFI, 2019; KEENE, 2018; YAMAZAKI, 2020).

De uma perspectiva filogenética, o sono ou estados semelhantes ao sono ja foram
descritos de modo consistente em varias espécies animais de seis filos: Cnidaria,
Platyhelminthes, Mollusca, Nematoda, Arthropoda e Chordata (ANAFI, 2019). A conservacao
evolutiva do sono, apesar dos custos aparentes da vulnerabilidade a predacédo e da auséncia de
forrageamento ou de reproducdo, sugere que 0 SONo cumpre um proposito comum que beneficia
sobrevivéncia animal (ANAFI, 2019; MIYAZAKI, 2017; YAMAZAKI, 2020).

Ainda que ndo se possa descartar completamente a hip6tese de que 0 sono seja o
resultado de uma evolucdo convergente, na qual o sono teria surgido repetida e
independentemente durante a evolucdo, a maior parte das evidéncias sugere que 0 Sono emergiu
precocemente em um ancestral comum (ANAFI, 2019). A hipétese de evolugdo a partir de um
ancestral comum se baseia no fato de que espécies evolutivamente distantes compartilham uma
maquinaria bioquimica regulatoria e as mesmas func¢es do sono, que incluem importantes
papéis no desenvolvimento, metabolismo e consolidacdo de memdrias (ANAFI, 2019). Os
sonos REM e ndo-REM, que séo observados consistentemente em mamiferos e aves, também
podem estar presentes em répteis, sugerindo que, entre os vertebrados, o sono estava presente
desde quando os amniotas evoluiram, ha mais de 300 milhdes de anos (ANAFI, 2019).

A arquitetura do sono varia muito entre as espécies e tal variabilidade tem sido associada
a caracteristicas anatomicas, fisiologicas e ecologicas (KEENE, 2018; YAMAZAKI, 2020).
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Existe uma grande variagdo na duragdo e no tempo do sono, com animais como o elefante
africano, dormindo apenas 3 a 4 horas por dia (KEENE, 2018), enquanto muitos animais
passam a maior parte do tempo dormindo, como os morcegos, que dormem 20 horas por dia
(ANAFI, 2019). Mesmo entre os seres humanos, os tempos de sono variam amplamente,
variando de menos de 5h a 10h ou mais (KEENE, 2018).

Alguns mamiferos marinhos e aves migratorias possuem atividade semelhante ao sono
ndo-REM em um dos hemisférios cerebrais, enquanto no outro hemisfério mantém a vigilia, o
que permite a estes animais nadar ou voar enquanto dormem (ANAFI, 2019; YAMAZAKI,
2020). Outro aspecto intrigante do sono dos cetaceos € sua quantidade de sono REM muito
baixa (MI'YAZAKI, 2017). Considerando que o0 sono REM em mamiferos é acompanhado por
uma perda de tdnus muscular, isso poderia ser perigoso para baleias e golfinhos; assim, supGe-
se que houve uma adaptacdo evolutiva para minimizar ou mesmo abandonar a fase REM
(MIYAZAKI, 2017).

Os roedores apresentam uma grande variedade de padrGes de sono e vigilia. Algumas
espécies sdo mais ativas durante o dia, como os esquilos, outras sdo mais ativas no periodo
noturno, como 0s ratos e camundongos, e outras ainda nao possuem um periodo preferencial de
atividade, como os hamsters e gerbis (YASENKOV, 2012). Ao contrario dos humanos, 0s
roedores apresentam um forte componente ultradiano em seu sono. Mesmo em espécies com
clara preferéncia por atividade em fase clara ou escura, 0 sono apresenta um forte componente
polifasico (Figura 3) e, portanto, nem mesmo em periodo ativo o animal possui uma vigilia
consolidada, ou mesmo durante o sono nao é observado um repouso de grande duracdo
(YASENKOV, 2012).

Apesar dessas diferencas, a teoria homeostatica do sono, que prevé que periodos
prolongados de vigilia séo seguidos de periodos com maiores quantidades de sono ndo-REM
(YAMAZAKI, 2020), parece se aplicar tdo bem ao sono polifasico dos roedores quanto ao sono
monofasico dos humanos (YASENKOQOV, 2012). No entanto, devido a natureza polifasica do
sono, os roedores podem ser mais flexiveis em sua resposta as influéncias ambientais
(YASENKOV, 2012). Camundongos e ratos, agudamente transferidos de um ciclo claro/escuro
de 12h/12h para uma escuriddo constante, ndo mostram grandes mudangas em seu tempo total
de sono ao longo de 24 horas (YASENKOQV, 2012).
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Figura 3 — Tipos de atividades cerebrais durante o sono de humanos, ratos e camundongos
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Legenda: W = vigilia, REM = periodo de sono REM, N = sono ndo-REM nos roedores, N1 = estagio 1, N2 =
estagio 2 e N3 = estagios 3 e 4, nos humanos.

Nota: Comparacdo da arquitetura normal do sono durante o periodo de menor atividade de humanos, ratos e
camundongos. As luzes foram apagadas as Oh para 0 humano e o sono foi registrado durante 8h. Os roedores foram
mantidos em um regime de 12h/12h claro/escuro, com as luzes acesas representadas as Oh, e 0 sono registrado até
as 12h. A arquitetura foi determinada a partir de registros de eletroencefalografia.

Fonte: YASENKOV, 2012.

Os métodos utilizados para medir a atividade eletrofisioldégica durante o sono em
roedores de laboratorio diferem dos utilizados em humanos. Eletrodos colocados no couro
cabeludo humano avaliam a atividade de redes corticais bem maiores do que a dos eletrodos
implantados diretamente no tecido encefalico dos roedores (LO, 2004; MACHADO, 2004;
WEIERGRABER, 2005). Além disso, esta técnica € invasiva, a implantacdo cirurgica dos
eletrodos para registro do EEG em roedores é demorada, muitas vezes cara de implementar e
geralmente inadequada para estudos que envolvem a triagem de muitos animais (FISHER,
2012).

Em vista dessas dificuldades, muitos laboratorios tém utilizado a observacéo
comportamental do sono por meio de gravaces de video. De modo geral, periodos de
inatividade continua superiores a 40 segundos sdo altamente correlacionados (coeficientes de
Pearson superiores a 92%) com periodos de sono medido por eletroencefalografia e
eletromiografia (EMG) em camundongos (FISHER, 2012; PACK, 2007).
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Modelos de privacédo de sono em roedores

Uma vez que a perda e/ou a fragmentacdo do sono sdo uma caracteristica de varios
distarbios do sono e outras condi¢bes patoldgicas em humanos, diversas técnicas foram
desenvolvidas para mimetizar o fendmeno em animais de laboratorio. Dadas as diferencas
marcantes entre o0 sono REM e ndo-REM, a maioria dos grupos de pesquisa tem desenvolvido
métodos que permitem a privacao seletiva de cada estado de sono e ndo a privacdo completa
(COLAVITO, 2013).

Em humanos, o processo é realizado com o auxilio de monitoramento poligrafico,
permitindo a privagdo seletiva do sono no estagio REM ou do sono em estagios ndo-REM
profundo (em geral, estagios 3-4). A privacdo limitada ao sono ndo-REM superficial é
impossivel de ser realizada na préatica, pois o sujeito teria que ser acordado imediatamente ao
adormecer, o que equivaleria a privacdo total. Embora o monitoramento poligrafico também
tenha sido usado em roedores, a queda repentina no ténus muscular no inicio do sono REM
possibilita a implementacdo de uma privacao seletiva do sono REM do roedor na auséncia de
registros eletrofisiologicos (COLAVITO, 2013).

Métodos para a privacao total de sono

Experimentalmente, um método viavel de privacdo total de sono em roedores é o
procedimento de “manipulacdo suave”, que se baseia na simples interacdo direta do
experimentador, que mantém ativamente o animal acordado, sendo um método bastante
popular. Este procedimento visa minimizar os efeitos do estresse e da restricdo locomotora,
comumente presentes em outros métodos.

Os animais, geralmente mantidos em suas gaiolas durante o procedimento, sdo
presencialmente monitorados por experimentadores dedicados e treinados, com ou sem 0 apoio
de registros EEG e EMG, e com 0s quais os animais devem estar familiarizados antes dos
experimentos, a fim de evitar uma maior variabilidade dos efeitos. A tarefa do experimentador
é estimular os animais apenas o suficiente para manté-los acordados, sempre que forem
observadas sonoléncia ou tentativas de se engajar em uma postura de dormir, e/ou registros
EEG/EMG de baixas frequéncias aparecerem.

Duas grandes categorias de estimulagdo podem ser distinguidas: exposi¢do passiva a

estimulos externos, e 0 engajamento em comportamento exploratorio e locomotor. No caso de
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exposicdo passiva a estimulos externos, o animal pode ser submetido a ruidos suaves, batidas
ou sacudidelas suaves da gaiola, ou por contato direto com o animal por meio de uma escova
macia ou manual. Um certo grau de estresse induzido deve sempre ser levado em consideracao,
pois este método esta frequentemente associado a niveis elevados de corticosterona
(LONGORDO, 2009). A escolha do protocolo, a intensidade e frequéncia das estimulagdes séo
diretamente proporcionais ao tempo de privagdo de sono desejado (COLAVITO, 2013).

Ratos e camundongos sao facilmente mantidos acordados por estimulacdo leve nas
primeiras horas, mas o manuseio direto torna-se necessario apos 5 a 6 horas de privacéo
(COLAVITO, 2013). Adaptar a quantidade de estimulacdo a vigilancia constante de cada
animal inevitavelmente introduz variabilidade entre diferentes animais, mas, por outro lado,
presumivelmente minimiza o estresse.

A privacdo total de sono também pode ser por administracdo forcada de padrbes
especificos de atividade locomotora, continuamente ou assim que o animal apresentar sinais
comportamentais e/ou eletrofisioldgicos de sono iminente. Varios dispositivos automatizados
foram concebidos para tornar o sono impossivel em roedores. Esteiras em movimento continuo
ou rodas giratérias sdo aparelhos comumente usados com essa finalidade em animais
experimentais (BORBELY, 1979; PIERARD, 2007).

M¢étodos automatizados também sdo possiveis, como a “plataforma alternada”, que
consiste em um aparelho constituido por duas pequenas plataformas, colocadas num tanque
com agua, que continua e alternadamente emergem e submergem na agua, obrigando o animal
a movimentar-se permanentemente para evitar 0 contato com a agua. Ou ainda, 0 método da
“grade sobre a agua”, que consiste em colocar um rato em um piso de grade suspenso sobre um
tanque cheio de agua, reduzindo significativamente o tempo total de sono, e aumentando a
laténcia do sono e o tempo total de vigilia (SHINOMIYA, 2003).

A vantagem Obvia de tais procedimentos € que a qualidade e a quantidade de
estimulacdo podem ser padronizadas para todos 0s animais experimentais. Por outro lado, reside
a preocupacdo de que os efeitos medidos apos o procedimento possam ser consequéncia de

estresse e fadiga, e ndo da perda de sono per se.

Privacéo seletiva do sono REM

Uma grande parte dos modelos utilizados para privacdo seletiva de sono REM em

animais segue uma técnica béasica introduzida por Jouvet em 1964, utilizada para estudar o sono
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em gatos (JOUVET, 1964) e que um ano mais tarde foi adaptada para ratos (COHEN, 1965).
Essa técnica se utiliza da atonia muscular, que ocorre durante essa fase do sono, fazendo com
que o procedimento ndo necessite de instrumentacdo complexa, e sendo, portanto, um método
simples, que tem sido amplamente utilizado em estudos de privacado de sono REM.

Nesse tipo de técnica, o animal adulto é colocado em cima de uma plataforma cercada
por 4gua. Em suas primeiras utilizagcGes era comum o uso de um vaso de flores virado como
plataforma, cuja superficie era ligeiramente superior a superficie da agua (COLAVITO, 2013).
Dessa forma, o animal permanecia sobre a superficie da plataforma durante o tempo estipulado
para a privagdo. Tipicamente no inicio de cada periodo REM, a perda do tdnus muscular faz
com que 0 pescoco relaxe e o focinho toque a agua, despertando o animal. A medida que a
duracdo do periodo de privacdo aumenta, o animal perde cada vez mais o equilibrio e cai na
agua. O controle tipico para esta técnica € representado por um animal colocado em um
ambiente semelhante — isto é, um aparato com agua —, mas em uma plataforma suficientemente
grande para permitir uma postura totalmente relaxada e, portanto, o sono REM (MACHADO,
2004; COLAVITO, 2013).

Tal modelo de privacdo pode ser afetado por uma série de fatores que podem,
potencialmente, interferir com os resultados, incluindo estresse associado ao isolamento,
restricdo de movimento, umidade e fadiga muscular (MACHADO, 2004; REVEL, 2009). Além
disso, também pode ocorrer uma perda significativa do sono ndo-REM (MACHADO, 2004),
tornando o modelo menos seletivo.

Para minimizar tais fatores, variacGes deste modelo foram desenvolvidas. Uma
modificacdo no protocolo foi 0 uso de vérias plataformas em um recipiente maior, privando
assim o sono REM de varios animais ao mesmo tempo (MACHADO, 2004; COLAVITO,
2013). Dessa forma, os animais ficam livres para se movimentar pelo aparato, deslocando-se
entre plataformas, e mantendo a interacdo entre 0s animais, o0 que reduziria o estresse causado
pela imobilidade e pelo isolamento social (SUCHECKI, 2000). A partir disso, foi demonstrado
que animais criados em grupo e privados de sono juntos de seus pares em um aparato
semelhante, exibem indices de estresse atenuados em comparagdo com animais privados de
sono em um grupo socialmente instavel (SUCHECKI, 2000).

Outra modifica¢do consistiu em expor os controles ao mesmo aparelho, exceto pela
existéncia de uma tela de arame colocada sobre as plataformas, a fim de evitar qualquer contato
com a agua. A tal adaptacdo a técnica — isto €, com tela de arame no grupo controle e uso de
grupos socialmente estaveis —, foi chamada método de plataforma multipla modificada
(MACHADO, 2004).
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De modo importante, o registro eletroencefalografico realizado em ratos adultos
submetidos a privagdo de sono, por 96 horas, pelo método de plataformas mdltiplas, revelou
que neste paradigma ocorre uma reducdo de praticamente 100% do sono REM e de 35% do
sono ndo-REM (MACHADO, 2004).

Consequéncias da privacéo de sono durante o desenvolvimento de roedores

Ratos e camundongos estdo entre as espécies mais utilizadas para avaliar as
consequéncias da privagdo de sono, especialmente durante o desenvolvimento (MILMAN,
2022). Isto porque os roedores permitem uma manipulacdo precisa do sono durante janelas
especificas de desenvolvimento. Embora alguns aspectos do sono desses animais sejam
diferentes dos humanos, uma organizacao do ciclo de vigilia, sono quieto (precursor do sono
ndo-REM) e sono ativo (precursor do sono REM) é claramente aparente em filhotes de ratos
com 9 dias de idade, enquanto a atividade delta aparece no dia 11° p6s-natal e a atividade teta
no 13° dia (SEELKE, 2008). Durante esse periodo, 0 sono tem sido associado com a maturacao
dos sistemas sensorial e motor, e dos circuitos cortico-hipocampais (MILMAN, 2022).

A duracdo dos periodos de sono aumenta do 2° para 21° dia p6s-natal (BLUMBERG,
2005). A avaliacdo seriada do EEG do sono e da vigilia ao longo da segunda semana de vida
pos-natal em camundongos revela maior consisténcia da atividade espectral do EEG, menos
transi¢Oes no estado comportamental e um declinio no tempo gasto no sono REM (MILMAN,
2022).

Entre 0 23° e 0 29° dias, camundongos do tipo selvagem (WT) passam menos tempo em
sono ndao-REM e REM na fase escura, e a poténcia teta no REM diminui constantemente
(MEDINA, 2022). Ao longo deste periodo, o cérebro continua a amadurecer, e 0 sono REM
serve para promover esta maturacédo e plasticidade no desenvolvimento posterior (MILMAN,
2022).

Fisiologicamente, a perda de sono em geral leva a uma resposta homeostatica, que pode
ser representada como um aumento no tempo total do sono, ou na continuidade do sono nao-
REM/REM, ou ainda, no aumento da poténcia das ondas delta do sono ndo-REM
(MIYAMOTO, 2003). Em ratos, 3 horas de privacao de sono, do 12° ao 20° dia pos-natal, geram
um aumento compensatorio do tempo total de sono e na sua continuidade, embora a poténcia
das ondas delta s6 aumente a partir 24° dia de vida (RIBEIRO, 1999). A quantidade de rebote
do sono REM apds a privacdo também aumenta com 2 a 4 semanas de idade (CAO, 2020).
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Estudos realizados em roedores demonstram que a privagdo de sono durante o
desenvolvimento interfere com uma série de processos que influenciam na formacédo e a
maturacdo da circuitaria neural, como a sinaptogénese, o refinamento sinaptico, a mielinizacéo
e a sintese proteica (SARE, 2016; CONKLIN, 2018; SCHWARZ, 2018). Em camundongos
com trés semanas de idade, por exemplo, a privagdo do sono REM por 8 horas leva a uma menor
formacédo de novas espinhas dendriticas do que a ndo-privacdo ou mesmo a privacdo de sono
ndao-REM (WEISMAN, 2011).

Em camundongos adolescentes, a técnica de manipulacdo suave reduziu o numero de
células que expressam receptores serotoninérgicos 5-HT1A no cortex cingulado anterior e no
cortex infralimbico (MURACK, 2021). Ja a privacao aguda do sono em camundongos de 1 més
de idade aumentou a densidade de sinapses no hipocampo e diminui a eliminacao das espinhas
no cortex (LI, 2017). Por sua vez, ratos privados de sono entre os 19° e 32° dias pos-natal
tiveram os niveis de cinase-célcio/calmodulina Il (CaMKII), um reconhecido marcador da
plasticidade sinaptica, reduzidos no cértex pré-frontal com 33 e 90 dias de idade (ATROOZ,
2019).

Com base nos estudos descritos, € razoavel supor que a privacdo de sono durante a
infancia ou periodo pré-pubere, isto é, periodo marcado por intensa sinaptogénese em diversas
regides cerebrais, pode acarretar em prejuizos neurocomportamentais por um longo periodo da
vida do individuo. Contudo, até o momento existem poucos estudos que investigam as
consequéncias comportamentais da privacao de sono em roedores jovens, sendo a maioria deles
concentrado nos efeitos deletérios na memdria e aprendizado e no comportamento social. De
um modo geral, tais estudos mostram resultados compativeis com os transtornos observados
em criangas e adolescentes (MILMAN, 2022). Desta forma, outros efeitos tipicamente
observados em criancgas e adolescentes privados de sono, como a ocorréncia de transtornos
afetivos — p. ex. ansiedade e prejuizo da capacidade de lidar com o estresse — merecem mais

estudos com modelos experimentais animais.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

O objetivo central deste estudo é testar a hipdtese de que a privacdo de sono, durante o

periodo pré-pubere, afeta 0 comportamento tipo-ansioso e a capacidade de lidar com o estresse.

1.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar o efeito imediato e tardio da privacdo de sono no comportamento
tipo-ansioso, através do paradigma do teste do labirinto em cruz elevado
(LCE);

b) Avaliar o efeito imediato e tardio da privacdo de sono na atividade
natatoria em condicdes aversivas de desamparo (helplessness), através do

paradigma do teste de nado forcado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Modelo animal e desenho experimental

O estudo utilizou camundongos suicos que permaneceram alocados no biotério do
Laboratdrio de Neurofisiologia, do Departamento de Fisiologia, e mantidos com livre acesso a
racao e adgua. O biotério permaneceu com temperatura em torno de 21°C, e ciclo claro-escuro
de 12 horas, iniciando-se a fase clara a 1 hora da manha. O uso animal foi aprovado pelo Comité
de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (Protocolo CEUA 051/2018) do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Os experimentos realizados estdo de acordo com o Guia de Cuidados de Uso de Animais de
Laboratorio, aplicado e decretado pelo Instituto Nacional da Satde dos Estados Unidos e com
a lei brasileira promulgada em novembro de 2008 (MARQUES, 2009).

Grupos experimentais e controles foram produzidos para a avaliacdo da privacdo de
sono REM. As ninhadas foram desmamadas e separadas por sexo 22 dias apds 0 nascimento
(P22). No dia seguinte (P23), os animais de cada uma das 13 ninhadas utilizadas neste estudo
foram distribuidos randomicamente em 3 grupos experimentais: 1) animais submetidos a
privacdo de sono REM pelo método modificado da plataforma mdaltipla (grupo REMd); 2)
animais submetidos aos procedimentos de controle da privagéo (grupo CONT); ou 3) animais
que permaneceram em suas gaiolas de criacdo (grupo NAIVE). Os animais foram pareados por
sexo e mantidos em uma quantidade de 2 a 4 animais por caixa.

A metade dos animais foi destinada para as analises comportamentais imediatas, isto é,
imediatamente apds o protocolo de privacdo de sono, em P26, e a outra metade foi destinada
para as andlises tardias do comportamento, dez dias ap6s o fim do protocolo de privacéo de
sono (P36), a fim de avaliar a persisténcia de efeitos comportamentais.

Dessa forma, foram formados ao total seis grupos experimentais, a saber: (NATVE-P26:
6 fémeas e 6 machos), (CONT-P26: 9 fémeas e 10 machos), (REMd-P26: 5 fémeas e 6 machos),
(NAIVE-P36: 9 fémeas e 10 machos), (CONT-P36: 5 fémeas e 7 machos) e (REMd-P36: 4

fémeas e 11 machos).
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2.2 O modelo de privacao de sono REM

Para a inducdo do modelo de privacdo de sono REM em camundongos pré-paberes, foi
adaptado o método da plataforma mdltipla (MACHADO, 2004), em que os animais foram
submetidos a privagdo de sono por um periodo de 72h. Para a formagcéo dos grupos NAIVE,
CONT e REMd, os animais foram submetidos a trés diferentes condi¢fes (caixas), conforme a
figura 4B, com inicio na fase clara do ciclo circadiano.

Para tanto, em P23, os animais foram colocados em uma caixa de acrilico (31cm X 34cm
X 23,5cm) parcialmente preenchida com agua, contendo 16 plataformas circulares (3 cm de
didmetro), sendo o nivel da agua 0,5 cm abaixo da superficie das plataformas (Figura 1A). As
plataformas foram dispostas sobre a base da caixa, de forma que os animais pudessem se
deslocar livremente de uma plataforma para outra, diminuindo assim os niveis de estresse
causados pelo isolamento e restricdo motora (COLAVITO, 2013). Neste paradigma, quando o
estagio do sono REM se inicia, ocorre a perda do tbnus muscular e os animais tocam o focinho
OU O COorpo na agua e o sono € interrompido imediatamente. Dessa forma, ocorre uma reducéo
de praticamente 100% do sono REM e de 35% do sono ndo-REM (MACHADO, 2004). A esse
grupo experimental submetido a condigéo de privacao de sono foi denominado REMd (Figura
4A).

Figura 4 — Modelo adaptado do método de plataforma maultipla
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Legenda: (A) Caixa-modelo de indugéo de privacéo de sono REM (REMd). (B) Grupos controle (NAIVE e CONT)
e experimental (REMd).
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Nota: A figura 1A representa o esquema utilizado para a privacdo de sono no modelo de multiplas plataformas,
com as plataformas de didmetro reduzido, a fim de garantir a privacdo do sono REM. Na figura 1B, estdo
representadas as diferentes condicdes experimentais utilizadas neste estudo. Os animais do grupo NAIVE
permanecem nas suas gaiolas de criagdo durante o periodo de criagdo; os animais do grupo CONT séo colocados
sobre plataformas largas que permitem o sono; e os animais do grupo REMd séo colocados em plataformas
estreitas, que ndo permitem que 0s animais atinjam o sono REM.

Fonte: A autora, 2023.

Para observar o efeito exclusivo do estresse pela privagdo de sono REM, foi
desenvolvida a caixa-controle (CONT) com condi¢Ges semelhantes a caixa-experimental, com
quatro plataformas com maior diametro (9 cm de diametro), a fim de permitir o sono dos
animais CONT, mas que ainda mantivessem as condi¢Ges ambientais semelhantes as do grupo
REMd (Fig. 4B).

A fim de excluir os efeitos do estresse por essas condi¢cdes ambientais, o experimento
também foi controlado com o grupo NAIVE (Fig. 4B), em que os animais eram mantidos em

suas caixas de origem, durante todo o experimento.

2.3 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram conduzidos em sequéncia, sendo realizado
primeiramente o teste do labirinto em cruz elevado, sob luz indireta; e em seguida, o teste do
nado forcado, sob luz direta. Os animais foram colocados em um periodo de habituacdo de 5
minutos antes de cada teste, em salas separadas. Todos os testes foram realizados durante a fase
clara do ciclo circadiano (entre 9h e 11h).

Antes dos testes, todos 0s animais tiveram sua massa corporal aferida, em P26 e P36.
Apos a realizagdo dos testes comportamentais necessarios e seus respectivos registros em video,

0s animais foram eutanasiados.

2.3.1 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

Para avaliar o comportamento tipo-ansioso, 0s animais foram submetidos ao Teste do
labirinto em cruz elevado (LCE). O labirinto consiste em um equipamento de acrilico com 31

cm de distancia do solo e possui quatro bragos opostos que se cruzam perpendicularmente em
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uma regido central (Figura 5): Dois bragcos sdo considerados abertos por ndo haver paredes
laterais (30cm x 6¢m) e os outros dois denominados bragos fechados, pois dispdem das paredes

laterais (30cm x 5¢cm x 30cm).

Figura 5 — Modelo esquematico do labirinto em cruz elevado
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Nota: Animais foram submetidos ao teste durante 5 minutos, em sala com luz indireta, durante fase clara do ciclo
circadiano. Foram avaliadas as varidveis: entradas nos bracos fechados (eBF), tempo nos bragos abertos (tBA),
percentual de tempo nos bracos abertos (%tBA), entradas nos bracos abertos (eBA) e percentual de entradas nos
bracos abertos (%eBA).

Fonte: Adaptado de MARIANO, 2017.

Ao comegar o teste, 0 animal é posicionado no centro do equipamento, de frente para
um braco aberto, e entdo é permitido seu livre deslocamento pelo labirinto. O teste foi gravado
em video durante 5 minutos, com uma cadmera posicionada acima do equipamento.

Foram calculados o tempo de permanéncia nos bracos abertos, o percentual de tempo
nos bragos abertos (tempo gasto nos bracos abertos dividido pelo tempo gasto nos bracos
abertos + fechados), o numero de entradas nos bracos abertos e o percentual de entradas nos
bracos abertos (entradas nos bracos abertos dividido pelas entradas nos bragos abertos +
fechados). Tais variaveis foram inicialmente utilizadas como medidas de ansiedade, de modo
gue, gquanto mais ansioso é o animal, menores sdo os valores para as medidas de tempo de
permanéncia e entradas nos bragos abertos. O nimero total de entradas nos bragos fechados foi

usado como uma medida da atividade locomotora.
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No final de cada sesséo, o piso e as paredes do labirinto foram cuidadosamente limpos
com solugdo de 35% de etanol e secos antes do inicio proxima sessdo, e 0s animais foram

encaminhados para 0 ambiente do teste de nado forcado.

2.3.2 Teste adaptado de nado forcado

Para a avaliacdo do comportamento tipo-depressivo e rotacional, os animais foram
submetidos ao teste de nado forgado. O equipamento para o teste consistia em um recipiente
plastico cilindrico com &gua (didmetro do recipiente = 24cm, altura do recipiente = 22,5cm;
altura da coluna de agua = 15cm, temperatura da agua em torno de 25°C), como o de acordo
com a Figura 3A.

O tempo total da sesséo experimental foi de 5 minutos, e foi subdividido em cinco
intervalos consecutivos de 1 minuto, para fins analiticos. As sessfes foram registradas por uma
camera de video posicionada a 1 metro acima do recipiente e, portanto, 0 comportamento foi

avaliado a partir do material gravado.
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Figura 6 — Modelo esquematico do teste do nado forgcado
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Nota: (A) Critérios de mobilidade adotados em fungdo dos tipos de comportamento, atividade natatdria e
imobilidade. Os animais foram submetidos ao teste durante 5 minutos, em sala com luz direta, durante fase clara
do ciclo circadiano. (B) Modelo de graticula com sec¢Bes de 30°, utilizada para a contagem dos deslocamentos
angulares. Como exemplos de deslocamentos, temos: de A para B sdo cruzadas quatro se¢Bes em sentido anti-
horério, 0 que equivale a quatro deslocamentos angulares de 30° para a esquerda. De C para D estdo
esquematizados seis deslocamentos de 30° para a direita (seis se¢des em sentido horéario).

Fonte: Adaptado de ABELAIRA, 2013.

O teste de nado forcado é um dos testes comportamentais que simula uma condigéo
aversiva inescapavel, em que prevé um comportamento de desamparo aprendido (learned
helplessness) (PORSOLT, 1977). Para Porsolt, a imobilidade (“lowered mood”) seria um

comportamento tipo-depressivo em roedores, enquanto o comportamento ativo (“behavioral
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despair ) seria um sinal de perseveranga, insisténcia (Figura 6A). As interpretacdes do teste do
nado forcado ainda s&o objeto de discussao.

Para fins de analise de atividade natatdria, é possivel avaliar a rotacdo do animal no
teste, conforme indicado pela Figura 6B (FILGUEIRAS, 2004; MANHAES, 2005;
MANHAES, 2007). Com o auxilio de uma graticula, secdes de 30° foram definidas para a
avaliacdo dos deslocamentos para a esquerda (natagéo no sentido anti-horario) ou para a direita
(natacdo no sentido horario). Para cada unidade de deslocamento, foram marcados os pontos de
inicio e de interrupcdo do movimento, tomando-se como referéncia o focinho do animal. Uma
volta completa (360°) era constituida por 12 deslocamentos consecutivos e ininterruptos de 30°
na mesma direcdo.

Assim, um deslocamento de 30° s foi considerado quando o animal movimentava-se
ativamente. Portanto, o periodo no qual o animal permaneceu imével ou flutuando
passivamente foi excluido da analise. A partir da contagem do nimero de deslocamentos em
cada sentido, foi calculado o nimero total de deslocamentos, que corresponde ao somatério de
deslocamentos para a esquerda e a direita. Além disso, o comportamento geral do animal foi

observado ao longo da sessao experimental.

2.4 Analises estatisticas

Para todos os testes estatisticos, os resultados foram apresentados em média e erro-
padrdo da média (X + SEM), e o limite de significancia considerado foi de P < 0,05 (bi-caudal).
A fim de diminuir o efeito de ninhada, as analises estatisticas foram realizadas considerando a
média dos valores dos machos e das fémeas de uma mesma ninhada como dados Unicos, e ndo
os valores individuais (WAINWRIGHT, 1998).

O teste exato de Fisher (2x2) foi utilizado para avaliar as diferengas entre os grupos
com relacdo as taxas de mortalidade. Anélises de variancia de repeticdo (rANOVA) foram
realizadas para avaliar os dados de massa corporal durante o periodo de privacdo de sono REM
(P23 a P26) e 0 comportamento nos testes de nado for¢ado. Para avaliar os dados de peso em
P36 e 0 comportamento no labirinto em cruz elevado, foram utilizadas analises de variancia
univariadas (VANOVA).

A privacio de sono (NAIVE, CONT e REMd) e o sexo foram usados como fatores de
classificacdo (Between-Subjects Factors) tanto para as UANOVAs quanto para as rANOVA:sS.
A idade e os intervalos de tempo de 1 minuto foram utilizados como fatores de repeticdo
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(Within-Subjects Factors). Para simplificar a apresentacao dos resultados das rANOVAs, foram
apresentados apenas os resultados dos testes univariados com os graus de liberdade corrigidos
pelo método de Greenhouse-Geisser (HUYNH, 1976). Testes de Fisher’s Least Significant

Difference (FLSD) foram utilizados para as analises post hoc.
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3 RESULTADOS

3.1 Taxa de mortalidade

A maioria dos animais sobreviveu aos procedimentos de inducéo da privagao de sono ou
de controle (Tabela 1). Apenas as fémeas apresentaram Obitos durante o procedimento para a
privacao de sono REM. Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas nas comparacoes
entre as taxas de mortalidade dos grupos REMd, CONT e NAIVE envolvendo toda a amostra ou

levando em consideracdo o sexo dos animais (Teste exato de Fisher: P > 0,05).

Tabela 2 — Numero de oObitos e taxa de mortalidade apos o periodo de privacdo de sono

Grupo NuUmero de animais Numero de 6bitos
Taxa de mortalidade
experimental testados Ap0s a privacao
NAIVE
machos 15 0 0
fémeas 14 0 0
total 29 0 0
CONT
machos 15 0 0
fémeas 14 2 14,3%
total 29 2 6,9%
REMd
machos 16 0 0
fémeas 13 2 15,4%
total 29 2 6,9%

Legenda: (NATVE) Grupo naive. (CONT) Grupo controle de privagio de sono REM. (REMd) Grupo privado de sono
REM.
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3.2 Anélise de massa corporal

Para a amostra total (independente dos grupos experimentais), houve um marcante aumento
da massa corporal durante o periodo de privacao de sono [Efeito da Idade: F (1/53) = 237,8; P <
0,001]. Neste periodo, a massa corporal dos machos foi maior do que a das fémeas [Efeito do
Sexo: F (1/53) =5,8; P < 0,05] (Gréfico 1) e 0 ganho massa dos machos (18,2%) foi maior do que
0 das fémeas (14,9%) [Interacdo Sexo x Idade: F (1/53) =7,8; P < 0,01].

Gréfico 1 — Massa corporal dos animais antes e ap6s a inducao de privacdo de sono
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Legenda: Massa corporal de machos e fémeas no 23° dia p6s-natal (P23, imediatamente antes do procedimento para
privacdo de sono) e no 26° dia pos-natal (P26, imediatamente ap6s a privacdo). (n) Nimero amostral. (**) P < 0,01.
Nota: Valores em Média + Erro-padrdo da média.



38

A privacdo de sono afetou o ganho de massa dos animais, no periodo de P23 a P26
[Interacdo Idade x Privacdo de Sono: F (2/53) = 55,6; P < 0,001] (Gréfico 2). Em P23, a massa
corporal néo diferiu entre os grupos NAIVE, CONT e REMd. De P23 a P26, a massa corporal

aumentou significativamente nos grupos NAIVE e CONT, mas ndo no grupo REMd. Em P26, a

massa corporal do grupo REMd foi significativamente menor que a do grupo NAIVE, mas néo

diferiu da do grupo CONT. N&o houve interagdo entre 0 sexo e a privacdo de sono para as medidas

de massa corporal.

Gréfico 2 — Massa corporal dos grupos antes e ap0s a inducao de privagdo de sono
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Legenda: Massa corporal dos animais que foram submetidos a privagéo de sono (REMd), ao procedimento de controle

(CONT) ou mantidos em suas gaiolas de criacdo (NAIVE). As medidas foram obtidas no 23° dia pds-natal (P23,

imediatamente antes do procedimento para privacdo de sono) e no 26° dia pds-natal (P26, imediatamente ap0s a
privagdo). (n) Numero amostral. (*) P < 0,05; (***) P< 0,001.
Nota: Valores em Média + Erro-padrdo da média.
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Em P36, a massa corporal dos machos (29,0 £ 0,5g) se manteve maior do que a das fémeas
(24,8 + 0,60) [Efeito do Sexo: F(1/65) = 32,8; P < 0,001] e n&o diferiu entre os grupos NAIVE,

CONT e REMd (Grafico 3). Em P36, ndo houve interacao entre a privacdo de sono e 0 sexo.

Gréfico 3 — Massa corporal dos grupos em P36
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Legenda: Massa corporal dos animais que foram submetidos a privacao de sono (REMd), ao procedimento de controle
(CONT) ou foram mantidos em suas gaiolas de criacdo (NAIVE). As medidas foram obtidas no 36° dia p6s-natal
(P36, 10 dias ap6s o periodo de privagdo). (n) Nimero amostral.

Nota: Valores em Média + Erro-padrdo da média.
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3.3 Teste comportamental do labirinto em cruz elevado

3.3.1 Animais testados imediatamente apds a inducdo da privacdo de sono

A andlise do nimero de entradas nos bragos fechados em P26 indicou que a atividade dos
animais do grupo REMd foi significativamente menor que a dos demais grupos [Efeito da Privagéo
de Sono: F (2/31) = 3,7; P <0,05] (Gréfico 4). Nao houve diferencas envolvendo machos e fémeas

para o nimero de entradas nos bragos fechados.

Gréfico 4 — Atividade deambulatéria nos bragos fechados, em P26
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Legenda: Numero de entradas nos bragos fechados de animais testados em P26. (n) Nimero amostral. (*) P< 0,05.
Nota: Valores em Média + Erro-padrdo da média. Notar que a atividade do grupo REMd foi menor que a dos demais

grupos.
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O nGmero de entradas nos bragos abertos ndo diferiu entre os animais dos grupos NAIVE,
CONT e REMd (Gréfico 5A). Contudo, o percentual de entradas nos bragos abertos indicou que
os valores dos animais do grupo NAIVE foram significativamente menores que o dos grupos
CONT e REMd (Gréfico 5B). Nao foram observadas diferencas envolvendo machos e fémeas no

namero de entradas e no percentual do nimero de entradas nos bragos abertos.

Gréafico 5 — Atividade deambulat6ria em bracos abertos, em P26
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Legenda: Numero de entradas nos bragos abertos (A) e percentual de entrada nos bragos abertos (B) dos animais
testados em P26 (n) NUmero amostral. (*) P < 0,05; (**) P< 0,01.
Nota: Valores em Média + Erro-padrio da média. Notar em B que a atividade do grupo NATVE foi menor que a dos

demais grupos.
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As andlises das medidas de tempo de permanéncia e do percentual do tempo de

permanéncia nos bragos abertos ndo indicaram diferengas entre os animais dos grupos NAIVE,

CONT e REMd (Grafico 6), nem tampouco diferencas envolvendo machos e fémeas.

Gréfico 6 — Tempo de permanéncia nos bragos abertos, em P26.
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Legenda: Tempo de permanéncia nos bragos abertos (A) e percentual de tempo de permanéncia nos bragos abertos

(B) dos animais testados em P26. (n) NUmero amostral.

Nota: Valores em Média + Erro-padrdo da média.
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3.3.2 Animais testados 10 dias ap6s a inducdo da privacdo de sono

A analise do numero de entradas nos bracos fechados, em P36, indicou que ndo houve
diferencas na atividade dos animais dos grupos NAIVE, CONT e REMd [Efeito da Privacéo de
Sono: F (2/34) = 0,4; P = 0,71] (Gréfico 7). Também néo foram observadas diferencas envolvendo

machos e fémeas.

Gréfico 7 — Atividade deambulatoria nos bracos fechados, em P36
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Legenda: Numero de entradas nos bracos fechados dos animais testados em P36. (n) NUmero amostral.

Nota: Valores em Média + Erro-padrdo da média.
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Em P36, também n&o foram observadas diferencas entre os animais dos grupos NAIVE,

CONT e REMd para o nimero de entradas nos bragos abertos (Grafico 8A), o percentual de

entradas nos bracos abertos (Grafico 8B), tempo de permanéncia nos bragos abertos (Gréafico 8C)

e percentual tempo de permanéncia nos bracos abertos (Grafico 8D). Também ndo houve

diferencas entre machos e fémeas.

Gréafico 8 — Entrada em bracos abertos, em P36
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Legenda: NUmero de entradas nos bragos abertos (A), percentual de entrada nos bragos abertos (B), laténcia nos bragos

abertos (C), percentual de tempo de permanéncia nos bragos abertos (D) dos animais testados em P36. (n) Numero

amostral.

Nota: Valores em Média + Erro-padrdo da média.
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3.4 Teste comportamental do nado forgado

3.4.1 Animais testados imediatamente apds a inducdo da privacdo de sono

Para a amostra total (independente dos grupos experimentais), a atividade natatoria
diminuiu significativamente do primeiro para o ultimo intervalo de tempo [Efeito do Intervalo de
tempo: F (4,0/47,8) = 16,0; P < 0,001] (Gréfico 9).

Gréfico 9 — Atividade natatéria dos animais ao longo do tempo, em P26
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Legenda: Atividade natatdria ao longo dos 5 intervalos de 1 minuto dos animais testados em P26.
Nota: Valores em Média * Erro-padrdo da média. Notar a queda de atividade do primeiro para o quinto intervalo de
tempo.
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N&o foram observadas diferencas entre os grupos NAIVE, CONT e REMd com relagdo a
queda de atividade ao longo dos intervalos, nem em relacéo a atividade no tempo total da sesséo

(Grafico 10). Também néo foram encontradas diferencas envolvendo o sexo.

Gréfico 10 — Atividade natatoria, em funcéo da privacéo de sono, em P26
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Legenda: Atividade natatoria ao longo dos 5 intervalos de 1min (A) ou no tempo total do teste (B) dos animais testados
em P26. (n) NUmero amostral.

Nota: Valores em Média + Erro-padrédo da média.
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3.4.2 Animais testados 10 dias ap6s a inducdo da privacdo de sono

Para a amostra total (independente dos grupos experimentais), a atividade natatdria
diminuiu significativamente do primeiro para o Ultimo intervalo de tempo [Efeito do Intervalo de
tempo: F (4,0/116,0) = 11,2; P < 0,001] (Gréfico 11).

Gréafico 11 — Atividade natatdria dos animais ao longo do tempo, em P36
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Legenda: Atividade natatoria ao longo dos 5 intervalos de 1 minuto dos animais testados em P36.
Nota: Valores em Média = Erro-padrdo da média. Notar a queda de atividade do primeiro para o quinto intervalo de

tempo.
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Em P36, os animais do grupo REMd apresentaram uma atividade natatdria
significativamente maior do que os animais dos grupos CONT e NAIVE, que néo diferiram entre
si [Efeito da Privacdo de Sono: F (2/29) = 6,2; P < 0,01] (Gréafico 12). Nao foram encontradas

diferencas envolvendo o sexo.

Gréfico 12 — Atividade natatoria, em fungéo da privacéo de sono, em P36
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Legenda: Atividade natatoria ao longo dos 5 intervalos de 1min (A) ou no tempo total do teste (B) dos animais testados
em P36. (n) Nimero amostral. (#) NAIVE < REMd: P < 0,05; (@) CONT < REMd: P < 0,05; ($) REMd > NAIVE:
P < 0,05 e REMd > CONT: P < 0,05.

Nota: Valores em Média + Erro-padrédo da média.
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4 DISCUSSAO

4.1 Consideragdes metodologicas sobre o modelo de privacéo de sono

E importante notar que os modelos animais de privacdo de sono podem apenas reproduzir
parcialmente a ins6nia humana. Com relacdo aos roedores, essa afirmacéo é geralmente apoiada
na inversdo de fase do ciclo circadiano e no padrdo estrutural do sono (COLAVITO, 2013;
REVEL, 2009). Quanto a inversao de fase, roedores experimentais possuem habitos noturnos e,
portanto, passam a maior parte do dia descansando, enquanto a noite, em baixa luminosidade,
apresentam a fase ativa do comportamento.

Quanto ao padrdo estrutural do sono, esses animais sdo tipicamente polifasicos, isto &,
apresentam episddios repetidos de sono durante o ciclo claro-escuro de 12h/12h. No entanto, esses
animais levam cerca de 70 a 80% do periodo escuro acordados, enquanto 70 a 80% do periodo
claro dormindo (COLAVITO, 2013), confirmando a inversdo de ciclo em relagdo aos humanos. O
fato de que o sono dos roedores ¢ fisiologicamente fragmentado pode representar, por si s6, um
modelo de insdnia e, neste sentido, a privacdo do sono promovida pelos diferentes métodos pode
ser interpretada como um modelo de aumento da privacdo de sono em ratos e camundongos
(REVEL, 2009).

Outro aspecto que deve ser considerado na interpretagdo dos resultados obtidos com
modelos animais € a distingdo que se faz entre a insbnia relacionada a ou associada com uma
condicdo psiquiatrica, desordem fisioldgica ou tratamento farmacol6gico qualquer (insénia
comorbida) daquela que se manifesta de modo independente de outros fatores (insdnia primaria)
(COLAVITO, 2013; REVEL, 2009). Nesse sentido, alguns autores sugerem que, engquanto 0s
mecanismos que causam insonia ndo forem completamente compreendidos em humanos, uma
reproducdo precisa da insbnia primaria em animais ndo sera possivel (REVEL, 2009;
RICHARDSON, 2007).

Como nao € possivel um modelo ideal, é importante estar ciente das limitacdes de cada
método. Para mimetizar um estado de insdnia, muitos modelos usam alteracbes de fatores
ambientais a fim de perturbar o sono fisioldgico, como agentes farmacoldgicos, modificactes
geneéticas, estresse cronico, e outros. Dessa forma, o0 método de plataformas mdltiplas, utilizado
em nosso estudo, foi inicialmente desenvolvido para atingir a privacgéo especifica do sono REM,
devido a sua simplicidade, viabilidade e popularidade entre os modelos de privacéo de sono.

No entanto, o modelo apresenta algumas limitagdes, incluindo a clara falta de seletividade

para privacdo do sono REM, a dificuldade em estabelecer um controle adequado e a indugéo de
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um estresse acentuado aos animais, inerente ao modelo, como uma certa restricdo de movimento
e a alta umidade do aparato (REVEL, 2009). Alguns desses problemas foram resolvidos com
modificacdes da técnica, como a privacdo simultdnea do sono de varios animais em um mesmo
tanque com agua, contendo mais plataformas do que animais (método adaptado de plataformas
multiplas), permitindo interagBes sociais e movimentacao entre plataformas (MACHADO, 2004;
SUCHECKI, 2000).

Ao final do periodo de privacédo de sono, os roedores ndo adormecem prontamente quando
retornam a sua gaiola, como seria de se esperar. Em vez disso, ocorre um periodo de insénia com
duracgéo de cerca de 30 minutos, durante o qual os animais apresentam uma variedade de sintomas,
incluindo hiperatividade, irritabilidade, agressividade, hipersexualidade e estereotipias (REVEL,
2009). Acredita-se que esse fendmeno seja consequéncia da carga de estresse que ocorre no tanque
com agua, no qual a privacdo do sono REM é apenas um fator. Assim, esse paradigma foi proposto
como um modelo de insbnia induzida por estresse (GESSA, 1995). Tal estresse foi controlado, em
nosso estudo, pelo grupo NAIVE, onde os animais permaneciam em suas gaiolas de origem.

No presente estudo, foram observados ébitos tanto no grupo controle como no grupo
privado de sono. Além disso, os animais do grupo Controle (CONT) e do grupo experimental
(REMd) que foram testados imediatamente ap6s o periodo de privacdo (P26) apresentaram uma
reducdo no percentual de entradas nos bragos abertos do LCE.

Em conjunto, esses dados sugerem que, mesmo quando 0s animais tém a possibilidade de
dormir, o estresse induzido pelo ambiente com agua pode ter efeito significativo. Para confirmar
tal possibilidade é fundamental a realiza¢do da dosagem dos niveis de corticosterona ao longo dos
dias em que os animais forem submetidos a procedimentos de privacdo de sono ou de controle.

Além disso, ndo se pode desconsiderar a possibilidade de que, devido a esse estresse
ambiental, algum grau de privacdo de sono também ocorra no grupo Controle (CONT). Para
investigar essa possibilidade, sdo necessarias a realizacdo e a verificacdo de filmagens dos animais

durante o periodo de 72 horas.

4.2 Ganho de massa corporal durante o periodo de privagdo de sono

Em contraste com os animais dos grupos NAIVE e CONT, os animais do grupo REMd n&o
apresentaram um aumento significativo na massa corporal durante o periodo de privacdo de sono.
Esse achado esta de acordo com trabalhos realizados em camundongos que mostraram que 0S

animais tendem a ndo ganhar peso durante a privacdo de sono (BARF, 2010; BARF, 2012).
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A auséncia de ganho de massa corporal tem sido associada a um aumento global no gasto
energético sem um aumento correspondente na ingesta alimentar (BARF, 2010; BARF, 2012). O
aumento no gasto energético causado pela privacdo de sono pode estar associado a uma maior
ativacdo simpatica, um aumento na lipélise e aumento na atividade locomotora (BARF, 2012).
Curiosamente, em nosso estudo, os dados do peso da ragdo no inicio e ao final do periodo de
privacdo sugerem um aumento na ingesta de racdo no grupo REMd. Este dado esta em acordo com
alguns estudos que mostraram hiperfagia em ratos privados de sono, o que indica uma tentativa
compensatéria do uso de energia (GALVAO, 2009; KOBAN, 2008; RECHTSCHAFFEN, 1995).

Mesmo nesses estudos com hiperfagia, os ratos privados de sono perderam peso em
comparagao com os controles. N&o esté claro qual seria a explicacdo para essa varia¢do na ingestao
de alimentos. Varios fatores de interacdo podem estar envolvidos, incluindo um artefato intrinseco
ao método de privacao, em que o estresse pelo contato com a agua assim gque adormecem poderia
levar os animais a terem efeitos inespecificos no metabolismo e no comportamento alimentar
(BARF, 2012; KNUTSON, 2012).

Também é possivel sugerir, considerando a pequena superficie das plataformas do grupo
experimental, que a maior parte racdo roida pelos animais caia na agua do tanque, inviabilizando
a ingestdo. Desta forma, ndo se pode descartar completamente que o menor ganho de massa do
grupo REMd esteja relacionado a um menor consumo efetivo de ragdo neste grupo.

Dez dias ap6s a privacdo de sono, em P36, ndo foram observadas diferencas na massa
corporal entre 0s animais privados de sono e os dos demais grupos. Esse resultado sugere que,
independentemente das razdes que levaram a diminuicdo no ganho de massa, animais privados de
sono REM conseguem recuperar a massa corporal. Este fato ndo descarta a possibilidade de que
os animais do grupo REMd apresentem tardiamente alteracbes na massa corporal. De fato, estudos
apontam que a restricdo do sono traz consequéncias que podem perdurar por um longo periodo
(KNUTSON, 2012; OLIVEIRA, 2015).

A privacdo de sono tem sido considerada como um fator de predisposi¢cdo para o ganho de
peso tardio, de modo que alteragcdes metabdlicas durante a privacdo de sono parecem programar o
tecido adiposo (OLIVEIRA, 2015). Este resultado estd de acordo com o fendmeno conhecido
como programacdo metabolica, no qual roedores, quando submetidos a um evento precoce, como
por exemplo, a desnutrigdo durante o periodo de lactacdo, desenvolvem obesidade na vida adulta
obesidade (OLIVEIRA, 2015; MOURA, 2008).
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4.3 Comportamento no labirinto em cruz elevado: atividade nos bragos abertos

O LCE é um teste amplamente utilizado para a analise do comportamento tipo-ansioso
em roedores, para a avaliacdo do potencial ansiolitico de agentes farmacologicos, e para o
estudo das bases neurobioldgicas da ansiedade (DALVI, 1996; GRIEBEL, 1997; RODGERS,
1997).

De modo geral, cada sessdo experimental dura 5 minutos, em que o animal é inserido
individualmente no centro do aparato e, como se trata de um ambiente novo, o camundongo €
motivado a explorar. Contudo, essa exploracdo ndo é igualmente distribuida por todos os setores
do LCE. Estudos comprovam que 0s bracos abertos geram comportamentos de esquiva e,
portanto, 0s animais evitam esse compartimento.

Esse comportamento tem sido interpretado a partir de uma perspectiva evolucionista,
em que assume que pequenos roedores, como ratos e camundongos, foram filogeneticamente
selecionados para exibir respostas de medo ou ansiedade basais em situacGes de risco potencial,
como por exemplo, espacos abertos (PALANZA, 2001; CHOLERIS, 2001). Alguns autores
especulam, portanto, que o comportamento no LCE reflete uma situacdo de conflito, uma vez
que os animais buscam avancar para 0s bragos abertos, em uma atitude exploratéria, mas
afastam-se para os bracos fechados devido ao medo (CRUZ, 1994; FERNANDES, 1996;
LISTER, 1987).

Neste estudo, observou-se diferencas significativas apenas naqueles animais que
realizaram o teste do LCE imediatamente ap0s o periodo de privacao, isto €, em P26. Em relacao
aos indicadores de comportamento tipo-ansioso, tanto os animais que foram privados de sono
(REMd) como os que foram submetidos aos procedimentos de controle apresentaram um
percentual de entradas nos bracos abertos maior do que os animais que foram mantidos em suas
gaiolas de criacdo durante o periodo de privacao.

Se considerarmos que um aumento na atividade ou permanéncia nos bragos abertos sugere
uma diminui¢do no comportamento tipo-ansioso e que ndo foram observadas diferengas entre 0s
animais dos grupos CONT e REMd, nossos resultados sugerem um efeito ansiolitico ndo restrito
a privacao de sono, mas provavelmente decorrente do estresse envolvido com os procedimentos
experimentais para a privacdo de sono. Este dado contrasta com alguns estudos realizados em
roedores que mostram que tanto a privacdo de sono como o estresse durante o periodo juvenil
promovem um aumento nos niveis de ansiedade (ROCHA-LOPES, 2018; JOHNSON, 2018;
MILMAN, 2022; SIMIONATO, 2022).
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E importante notar que nesses estudos que mostraram um aumento no comportamento tipo-
ansioso, os periodos de privacdo ou estresse foram mais longos que os do presente estudo, variando
de 6 dias (1h/dia de estresse por isolamento) (JOHNSON, 2018) até 21 dias (privacdo de sono
REM por 18h/dia) (ROCHA-LOPES, 2018; SIMIONATO, 2022). De modo semelhante ao
observado em nosso estudo, camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 submetidos a 3 dias
de estresse por restricdo de movimentos (2h/dia) em idade juvenil apresentaram um aumento no
numero de entradas nos bragos abertos do LCE 24 horas ap6s o ultimo dia de restricdo (SADLER,
2016). Desta forma, é possivel especular que, em idade juvenil, um efeito ansiogénico ou
ansiolitico depende da duracdo do periodo de estresse ou privacdo de sono que 0s animais sao
expostos.

Com base no exposto acima, nossa hipotese é que um curto/médio periodo de exposicdo a
ambientes/situacdes que geram altos niveis de estresse e ansiedade (como os tanques com agua ou
a imobilizag&o por contengéo) pode deixar 0s animais menos responsivos em ambientes que gerem
menores niveis de estresse e ansiedade (como os bragos abertos do LCE).

Em contraste, um longo periodo de exposicdo ambientes/situacdes que geram altos niveis
de estresse e ansiedade pode produzir alteracdes mais profundas que comprometem a funcao dos
sistemas que medeiam a resposta ao estresse ou dos circuitos geradores de ansiedade e deixar os
animais mais responsivos do que o normal em ambientes que geram menores niveis de estresse e
ansiedade.

Alternativamente, ndo podemos descartar ainda a hipotese que os altos niveis de estresse
gerados durante as 72 horas de permanéncia nos tangues com agua ou decorrentes da imobilidade
por contencdo (SADLER, 2016) tenham interferido com a capacidade de avaliacdo de risco dos
animais e, portanto, o aumento relativo na exploracdo dos bracos abertos ndo reflita uma
diminuicdo no comportamento tipo-ansioso, mas sim, um comportamento mal-adaptado.

De acordo com essa ideia, estudos realizados em humanos sugerem que a privacao de sono
se relaciona positivamente com comportamentos de risco e com a redu¢do na atividade do cortex
pré-frontal ventromedial (WOMACK, 2013). Em roedores, contudo, os resultados sao
controversos, sugerindo que a privacdo de sono pode tanto aumentar ou como diminuir
comportamentos de risco (LEENAARS, 2021).

Em contraste ao observado nos aninais testados em P26, no grupo de animais testados no
LCE em P36 ndo foram observadas diferencas entre os grupos NAIVE, CONT e REMd. Este
resultado sugere que, independente de ter havido um efeito ansiolitico ou um prejuizo na
capacidade de julgamento, este efeito foi transitorio e, 10 dias apds o término do periodo de

privacéo de sono ou dos procedimentos de controle, 0s animais se recuperaram.
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4.4 Comportamento no labirinto em cruz elevado: atividade nos bragos fechados

A analise do nimero de entradas nos bracos fechados, que ¢ uma medida amplamente
utilizada para acessar a atividade locomotora no LCE (WALF, 2007), revelou que os animais do
grupo REMd testados em P26 apresentaram um numero de entradas nos bracos fechados
significativamente menor que o dos demais grupos. Considerando que os animais foram testados
apos um periodo de 72 horas de privacdo de sono, € possivel que a hipoatividade locomotora
advenha de alguns animais terem dormido ou apresentado periodos de imobilidade durante a
sessdo. Contudo, estes comportamentos ndo foram observados durante a analise das imagens.

Em contraste com nossos resultados, estudos realizados em ratos adultos demostraram que
ao final do periodo de 72-96h de privacdo de sono, os animais ndo dormem prontamente quando
retornam as suas gaiolas. Ao invés disso, permanecem pelo menos 30 minutos sem dormir e
apresentam hiperatividade, irritabilidade hipersexualidade e estereotipias (GESSA, 1995; HICKS,
1979; REVEL, 2009). Esse fendbmeno pode ser consequéncia da carga de estresse a que 0s animais
sdo submetidos no tanque com agua, no qual a privacao de sono REM ¢ apenas um fator (GESSA,
1995; REVEL, 2009). A hiperatividade locomotora observada apds a privacdo de sono REM tem
sido associada ao aumento nos niveis de noradrenalina no cérebro, que promove (via aumento na
atividade da enzima Na+-K+ATPase) um aumento na excitabilidade cerebral (MALLICK, 2010;
VOGEL, 1975).

Em um estudo realizado em nosso laborat6rio, também se demonstrou que camundongos
suicos pré-puberes privados de sono REM por 24 horas apresentaram um aumento da atividade
locomotora na periferia do campo aberto (SANTOS, 2021). Contudo, quando os animais foram
privados de sono por 48 horas, a atividade locomotora néo foi diferiu dos animais submetidos aos
grupos Controle (CONT) ou NAIVE na periferia do campo aberto (SANTOS, 2021), nem
tampouco no nimero de entradas nos bragos fechado do LCE (GONCALVES, 2022).

Desta forma, se considerarmos que a atividade na periferia do campo aberto tem a mesma
natureza da atividade medida nos bragos fechados do LCE, é possivel especular que em animais
juvenis ou pré-puberes a privagdo de sono tenha um efeito dependente do tempo de privacéo na
atividade locomotora. Particularmente, em um primeiro momento, a privacdo de sono induziria
um aumento na atividade locomotora que, com 0 passar do tempo de privagdo, diminuiria

progressivamente até se inverter e promover a reducao da atividade locomotora.
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4.5 Queda de atividade ao longo do teste de nado forcado

De acordo com os resultados apresentados por uma série de estudos, houve uma queda
marcante na atividade natatoria ao longo dos 5 minutos de teste de nado forgado. Alguns autores
sugerem que essa reducdo da atividade poderia ser decorrente do aprimoramento das "técnicas de
natagcdo”, em que os animais aprenderiam a nadar de modo mais eficiente e com menor gasto de
energia (WEST, 1986).

A reducdo de atividade natatdria pode ser associada, ainda, ao aumento da imobilidade
apresentada por roedores quando expostos repetidamente a situagdes aversivas das quais nao
podem escapar. Quando ratos ou camundongos sao colocados em recipientes restritos com agua,
inicialmente tentam escapar, e ap6s um determinado tempo, alternam periodos de atividade
natatéria com periodos de imobilidade (PORSOLT, 1977; PORSOLT, 1978; PORSOLT, 1981).
Em sessBes subsequentes, o inicio do periodo de imobilidade é mais rapido e mais bem marcado
(ALONSO, 1991; PORSOLT, 1981; WILLNER, 1990).

E pouco provéavel que a reducdo de atividade esteja relacionada a um aumento do
comportamento de imobilidade, uma vez que nas condi¢des em que os animais foram testados o
tempo médio de imobilidade € muito baixo (média 12s, DP = 18 s; variando de 0 a 77 segundos)
(KRAHE, 2002). Esse fato pode estar relacionado ao diametro do recipiente de teste utilizado neste
estudo (24 cm) que favorece a manifestacdo de comportamentos ativos, como a natacdo e as
tentativas de escalada na parede do recipiente (BOGDANOVA, 2013; ROSAS-SANCHEZ, 2022).
Além disso, o fato de que neste estudo os animais ndo terem tido a possibilidade de tocar o fundo
do recipiente de teste também contribui para os animais apresentarem tempos de imobilidade muito
baixos (ABEL, 1994).

No teste de nado forcado, 0s animais, enquanto ativos, parecem tentar escapar da situacdo
aversiva do teste. Dessa forma, a queda de atividade natatoria observada do primeiro para o
segundo minuto da sesséo pode refletir um fendmeno de habituagcdo com reducdo das tentativas de
fuga e ndo a fadiga (SCHMIDT, 1999).

De fato, quando colocados na arena aquatica pela primeira vez, o comportamento dos
animais é caracterizado por vigorosa natacdo acompanhada de tentativas intensas de escalar a
parede do recipiente (KRAHE, 2002, SCHMIDT, 1999). Na medida que o tempo passa, 0S animais
apresentam um aumento na frequéncia e duracdo dos episddios de imobilidade e uma marcante
diminuicdo nas tentativas de fuga (COMMONS, 2017; KLOET, 2016; KRAHE, 2002;
SCHMIDT, 1999). Como ndo foram observadas diferencas nas quedas de atividade ao longo dos

intervalos de tempo entre os animais dos grupos REMd, CONT e NAIVE, ¢ possivel especular
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que a privacao de sono ou o estresse associado ao procedimento de privagdo ndo interferem com

0s processos de habituacao a situacao aversiva do teste.

4.6 Aumento da atividade natatdria nos animais privados de sono

Em P26, ndo foram observadas diferencas entre os grupos no teste de nado forcado.
Contudo, em P36, os animais privados de sono REM apresentaram uma atividade natatéria
significativamente maior do que a dos animais dos demais grupos. Conforme mencionado
anteriormente, assim que 0s animais sdo colocados na arena aquatica, esses apresentam uma
atividade vigorosa e, frequentemente, tentam escalar a parede do recipiente de teste e que, com a
repeticdo das sessdes e a habituacdo do animal a condicdo experimental, tanto atividade natatdria
como as tentativas de fuga se tornam menos evidentes (KRAHE, 2002; SCHMIDT, 1999).

A resposta adaptativa ao lidar com a situacdo estressante do teste que envolve a troca de
estratégias ativas para passivas tem sido associada a uma ativacdo do sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico (KLOET, 2016; CABIB, 2012). Particularmente, altos niveis de ativacdo
tonica do sistema dopaminérgico dao suporte a execucao das repostas defensivas custosas e de alto
risco que caracterizam as estratégias de lidar com o estresse (coping), visto que baixos niveis de
ativacdo tonica blogueiam tais respostas (CABIB, 2012; KLOET, 2016; TYE, 2013).

A ativacdo optogenética tbnica dos neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral
aumentaram o comportamento voltado para as tentativas de escape durante o teste de nado for¢ado
(TYE, 2013). Desta forma, uma explicacdo plausivel para o aumento da atividade natatéria
observado no grupo REMd é que este reflete uma estratégia mal adaptada de lidar com a situacao
aversiva e inescapdvel do teste, que € causada por uma hiperativacdo do sistema
mesocorticolimbico.

De modo interessante, um estudo recentemente publicado demonstrou que a privacao de
sono REM por 72 horas elicita um estado hiperdopaminérgico com aumento da sensibilidade a
novos ambientes e anfetamina (TUAN, 2023). Contudo, estes efeitos da privagéo de sono sobre o
sistema dopaminérgico foram observados 2 horas apds o término do periodo de privagao. Assim,
se a hiperatividade natatoria fosse explicada apenas pelo aumento na atividade dopaminérgica
induzido pela privacdo de sono, os animais do grupo REMd testados em P26 deveriam ser
hiperativos também. Além disso, seria esperada uma menor queda de atividade na atividade

natatdria ao longo dos 5 minutos de teste no grupo de animais privados de sono.
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De modo interessante, a privacdo de sono e as desordens do sono sdo associadas a
alteracOes no eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA), que levam a desregulacéo neuroendécrina
(HIROTSU, 2015). Varias sindromes clinicas como a ins6nia, depressao, sindrome de Cushing e
apneia do sono envolvem tanto a perturbacdo do sono como a hiperatividade do (BALBO, 2010).
A privagdo de sono humanos adultos é associada com elevados niveis de cortisol e com uma
liberacdo aumentada de cortisol em reposta ao estresse que séo sugestivos de uma hiperatividade
do HHA (MINKEL, 2014).

Como o teste de nado livre envolve a exposicdo do animal a uma situacdo aversiva e
inescapavel, é possivel que o aumento da atividade natatoria observados nos animais submetidos
a privacao de sono reflita a hiper-reatividade do eixo HHA e o consequente aumento na intensidade
dos comportamentos de fuga. Neste sentido, o fato de que a hiperatividade natatéria foi observada
apenas 10 dias ap0s a privacao de sono, é possivel que, em individuos em idade juvenil, as acdes
da privacédo de sono sobre o eixo HHA se manifestem de modo mais tardio do que em individuos
adultos. Para investigar essa questdo é fundamental realizar em uma nova amostra de animais
privados de sono durante o periodo juvenil a dosagem dos niveis séricos de corticosterona apos a

realizacéo dos testes em P36.
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CONCLUSOES

Neste estudo, testamos a hipdtese de que a privacdo de sono durante o periodo pré-
pubere afeta 0 comportamento tipo-ansioso e a capacidade de lidar com o estresse. Avaliamos
os efeitos imediato e tardio da privacdo de sono no comportamento tipo-ansioso, atraves do
paradigma do teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e a atividade natatoria em condigdes
aversivas de desamparo (helplessness), através do paradigma do teste de nado forcado.

O LCE realizado imediatamente apds a privacao de sono indicou uma diminui¢do nos
niveis de ansiedade que nédo foi observada quando o teste foi realizado 10 dias apés a privacdo
de sono. Em contraste, no teste de nado forgado a privacdo de sono ndo teve efeito imediato,
mas aumentou a atividade natatéria 10 dias ap6s a privacdo de sono. Com base em nesses
resultados, podemos concluir que a privacao de sono durante o periodo pré-plbere é capaz de
afetar, em curto prazo, o comportamento tipo-ansioso e, em longo prazo, a capacidade de lidar

com o estresse.
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