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Resumo

Introducéo: O sono é essencial para a sobrevivéncia e a sua falta associa-se a
doencas cardiovasculares, metabolicas e a reducdo da expectativa de vida. O
exercicio fisico melhora o desempenho e a satde em geral, incluindo a memoria e a
mobilidade fisica. De modo especifico, a privagdo do sono (PS) associa-se a
alteragcdes do humor, da cognicdo e do desempenho funcional. O objetivo desse
estudo é avaliar os efeitos do exercicio fisico aerébio em camundongos submetidos
a 6h de PS total (6hPST) e a 72h de PS REM (Rapid Eye Movement) (72h-
PSREM). Métodos: O estudo envolveu camundongos submetidos a 6hPST através
do protocolo gentle handling e a 72hPS-REM através do método das plataformas
multiplas (flower pot). Previamente a PS, os animais foram submetidos a exercicio
fisico através de esteira rolante durante 8 semanas. Os grupos estudados foram:
controle, 6hPST, 72hPS-REM, exercicio fisico, exercicio fisico prévio seguido de
PS (6hPST e 72h-PSREM). Os testes comportamentais incluiram: labirinto em cruz
elevado, campo aberto, Y-maze e teste de suspensdo de cauda. Os niveis de
dopamina (DA), serotonina (5-HT) e norepinepinefrina (NA) e seus metabolitos
foram determinadas no corpo estriado atraves da cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). Resultado: O grupo submetido somente a exercicio fisico
comparado ao controle apresentou aumento do desempenho da memdria de
trabalno. Em ambos os modelos de PS, observou-se um aumento do
comportamento depressivo: 0 exercicio prévio reduziu esse comportamento.
Observou-se um aumento dos niveis de NA no grupo PS e no exercicio. O exercicio
prévio a PS reduziu os niveis de NA. Observou-se um aumento do turnover de 5-
HT (5-HIAA/5-HT) na PS e no exercicio. O exercicio previo reduziu o turnover de
5-HT. A PS aumentou os niveis de &cido dihidroxifenilacético (DOPAC) e
diminuiu a relacio DOPAC/Dopamina. O exercicio isolado e prévio a PS reduziu
0s niveis de DOPAC. Concluséo: Exercicio melhorou a memoria de trabalho e os
animais submetidos a 72h-PSREM mostraram o pior desempenho. Exercicio prévio
aumentou os niveis de 5-HT e reduziu os niveis de NE e DOPAC. Os achados
atuais confirmam os efeitos do exercicio sobre o comportamento e sobre as
alteracdes neurogquimicas em associacao com a PS. As modificacdes apresentadas
fornecem elementos adicionais para uma compreensdo sobre os efeitos do
exercicio.

Palavras-chaves: exercicio; privacdo do sono; depressdao; dopamina; norepinefrina;
memoria.



Abstract

Background: Sleep is essential for survival and its absence is associated with
cardiovascular and metabolic diseases and early mortality. Exercise improves memory
and mobility in conditions of health and disease. Conversely, sleep deprivation (SD)
impairs mood, cognition and functional performance. The objective of this study is to
evaluate the effects of exercise in mice submitted to total SD (6hTSD) and REMSD
(72h-REMSD). Methods: Experimental groups were mice submitted to 6hTSD by
gentle handling or 72h-REMSD by multiple platform method. Studied groups were
controls (home cage), exercise (treadmill for 8 weeks); exercise followed by 6hTSD or
72h-REMSD. Behavioral tests included the elevated plus-maze, open field, Y-maze test
and tail-suspension. Dopamine (DA), Serotonin (5-HT) and Norepinephrine (NE) and
metabolites were determined in the striatum wusing high-performance liquid
chromatography. Results: O grupo submetido somente a exercicio fisico comparado ao
grupo com PS apresentou aumento do desempenho da memdria de trabalho. In both
models of SD (6hTSD or 72h-REMSD) depressive behavior was increased and previous
exercise hindered it. Animals subjected to either, SD or exercise, showed high NA
levels. Exercise previous to SD reduced NA levels. Animals subjected to either, SD or
exercise, showed increased 5-HT turnover (5-HIAA/5-HT). Exercise previous to SD
reduced 5-HT turnover. Sleep deprivation increased 3,4-dihydroxyfenylacetic acid
(DOPAC) e reduced the relation DOPAC/Dopamine. As compared to control, exercised
animals showed less depressive symptoms and better working memory. Sleep
deprivation increased depressive behavior and impaired working memory; previous
exercise reversed these behaviors. Sleep deprivation and exercise groups presented high
NE levels. Previous exercise reduced NA levels after SD. Exercise and SD were
associated with increased 5-HT turnover. Exercise before SD reduced 5-HT turnover.
Sleep deprivation increased 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid and e DOPAC/Dopamine
ratio. Exercise only and exercise before SD reduced DOPAC levels. Conclusion:
Exercise alone improved working memory and mice subjected to 72h-REMSD showed
the worst performance. Previous exercise increased 5-HT and reduced striatal levels of
NE and DOPAC. The present findings confirm the effects of exercise on behavior and
neurochemical alterations associated with SD and provide avenues to understand the
mechanistic of exercise.

Keywords: exercise; sleep deprivation; depression; dopamine; norepinephrine;
memory.
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1. Considerac0es gerais

Atualmente, um nimero crescente de individuos apresenta reducdo das horas de
sono com consequéncias graves para a saude (COVASSIN; SINGH, 2016; FERRARA,;
DE GENNARO, 2001; JEON; REDEKER, 2016). Transtornos do sono como insénia,
sindrome da apneia do sono, sindrome das pernas inquietas e alteracBes circadianas,

dentre outras, associam-se com reducgéo das horas de sono (CIPRIANI et al., 2015).

Estudos epidemiol6gicos mostram que um ndmero crescente de individuos
apresentam reducdo das horas de sono com consequéncias potencialmente graves para a
salde (FERRARA; DE GENNARO, 2001). Transtornos do sono como insonia,
sindrome da apneia do sono, sindrome das pernas inquietas e alteracdes circadianas,
entre outras, associam-se com redugdo das horas de sono (Cipriani (CIPRIANI et al.,
2015).

De forma geral, a privacdo do sono (PS) potencialmente leva a alteragcdes
neurobioldgicas secundarias tais como, comprometimento cardiovascular, metabolico
e/ou cognitivo (DASHTI; SCHEER, 2015). Um conhecimento mais aprofundado sobre
as alteracbes comportamentais e cerebrais associadas a PS e os fatores que a
influenciam, pode esclarecer sobre 0s mecanismos biolégicos envolvidos e orientar

sobre as medidas preventivas e/ou terapéuticas.

A PS associa-se a alteracbes comportamentais, tais como, comprometimento da
memoria de curto e longo prazo, da locomoc¢éo e do humor. Tem sido descrito que a PS,
seja ela parcial ou total (PATTI et al., 2010), desencadeia uma elevagdo no processo
neuroinflamatério (VGONTZAS et al., 2004). Outras alteracGes bioldgicas descritas sdo
a reducao de neurotransmissores (NT), um comprometimento do sistema imunoldgico, a
elevacdo de endotelinas e morte celular (BENCA et al., 1989; BERGMANN et al.,
1989; DANIELE et al., 2013; HAVEKES; MEERLO; ABEL, 2015).

Especificamente, alteracdes cerebrais foram descritas em associacdo com a PS.
Tais mudangas neuroguimicas na estrutura cerebral potencialmente afetam a funcéo
hormonal, a capacidade funcional e o desempenho psicoldgico e social do individuo
(MILLER et al., 2008; ZHU et al., 2012).
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Sabe-se que as diferentes &reas do cérebro apresentam ao mesmo tempo um grau
de especificidade de fungdo e um intrincado sistema de intercomunicagéo. Isso quer
dizer que ao estudar-se uma area cerebral precisa ter-se em mente que tal area
provavelmente influencia diversas outras. Tal complexidade torna dificil compreender a
funcdo especifica de cada regido cerebral. Por exemplo, em comparacdo com outras
regides cerebrais, o cortex frontal, responsavel pelo envio de mensagens as demais
regides do cérebro, inclusive o corpo estriado, apresenta maiores quantidades de ondas
lentas durante o sono (FINELLI et al., 2000). Esse fato indica que o sono influencia o
cortex frontal e este é particularmente afetado pela PS. Previamente, foi demonstrado
que a PS altera o sistema de projecGes nervosas cortico-estriatal bilateralmente
ocasionando mudangas neuroquimicas e comportamentais (JARBO; VERSTYNEN,
2015).

Entre os modelos de PS, o camundongo tem sido usado com frequéncia para
avaliar comportamento e alterages cerebrais. Trata-se de animal de habitos noturnos
que dorme cerca de 62% do periodo diurno e 33% durante o periodo noturno. Na fase
de vigilia, usa a maior parte do tempo alimentando-se, explorando o ambiente,
interagindo com os outros animais, procriando e formando ninho (ANDERSON et al.,
2004).

Dentre as diversas alteracfes descritas em roedores submetidos a PS, relatam-se
mudancas comportamentais como reducdo da locomocdo e aumento dos sintomas
depressivos, como também, aumento do processo inflamatdrio, reducdo de NT e
desregulacdo na liberacdo de hormonios vitais para a homeostase cerebral (BAUM et
al., 2014).

Os modelos de PS em roedores oferecem a oportunidade de examinar de forma
detalhada, o comportamento e as estruturas cerebrais, permitindo avaliar a influéncia de
fatores farmacologicos e ndo farmacologicos (SAADATI et al, 2015; SANDIR;
BIGNOTTO; LIPP, 2010; ZAGAAR, M. et al., 2012).

O exercicio fisico, potencialmente, influencia de forma positiva o humor, a
qualidade do sono e a memoria (CHIEN et al.,, 2015; FULLAGAR et al., 2015).
Recentemente, foi demonstrado que o exercicio fisico melhora a mobilidade e a
cognicdo em pacientes com doenca de Parkinson (DP) (CORCOS et al., 2013). Deve ser

ressaltado que pacientes com DP, frequentemente apresentam alteragdes do ritmo vigilia
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sono (PROENCA et al., 2014). Essas evidéncias reforcam o conceito de que o sistema
nigroestriatal, uma estrutura crucial para a funcdo motora além de estar alterado na DP,
provavelmente é influenciado pelo sono e pelo exercicio fisico. A regulacdo
neurobioquimica cerebral e a formacdo de novas redes sinapticas sdo alguns dos
beneficios relatados que podem estar envolvidos na préatica regular de exercicios fisicos
(DING et al., 2006; DISHMAN et al., 2006; DURING; CAO, 2006; JACOBS, 2002;
REYNOLDS et al., 2016; SAADATI et al., 2015).

1.1. Bases neurobioldgicas do ciclo sono-vigilia

1.1.1. Avigilia e os ciclos do sono

O sono e a vigilia contam com sistemas proprios, porém interconectados. Dessa
forma, hd um sistema de despertar/vigilia e outro de adormecer/sono, que se alternam

periodicamente, com minima transicdo em condi¢des normais (MIGNOT, 2008).

Vigilia

A vigilia é compreendida como o0 estdgio onde a consciéncia estd ativada e
caracteriza-se pela estimulagéo cortical, sensorial e motora, observando-se a presenca de
ondas cerebrais dessincronizadas (Figura 2) (LENT, 2010). Diversos sistemas
participam da manutencdo do ciclo sono-vigilia. O circuito talamo-cortical e as
projecOes aminérgicas-colinérgicas sdo, em grande parte, responsaveis pela
dessincronizacdo das ondas cerebrais observadas no eletroencefalograma de seres
humanos acordados (ALOE; DE AZEVEDO; HASAN, 2005).

O Sistema Ativador Reticular Ascendente (SARA) participa na manutencdo da
vigilia e é formado por agregados de neurdnios heterogéneos gque ocupam a regido
central do tronco encefalico e sdo separados por fibras nervosas (Figura 1). A partir do
SARA partem redes neurais para diversas areas corticais possibilitando a liberacdo de
mediadores neuroquimicos inibitorios, tais como, o0 glutamato e o0 aspartato
(MURILLO-RODRIGUEZ et al., 2009).
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A atencdo € uma funcdo mental organizada de carater seletivo aos estimulos
percebidos pelo cérebro e esse processo complexo participa do controle da vigilia
(BRANDAO, 2004).

Figura 1. Representacdo esquematica da via do sistema ativador reticular

ascendente (SARA)

Formacéao
Reticular

Fonte: www.abcdamedicina.com.br

Durante a vigilia ha ativacdo de neurdnios mesopontinos na regido do talamo e
do cortex. Esses NT sdo alguns dos importantes mediadores para a ativacdo da fungéo
cortical (ALLEBRANDT; ROENNEBERG, 2008).

Neurbnios monoaminérgios, presentes no SARA, atuam para a manutencdo do
estado de vigilia liberando neuromoduladores, tais como, a norepinefrina (NA) presente
no locus ceruleus (ndcleos da formacdo reticular), a dopamina (DA) no ndcleo da area
tegmentar ventral e a serotonina (5-HT) nos nucleos da rafe, sendo estes importantes
nacleos cerebrais ativados durante a vigilia (MCGINTY; SZYMUSIAK, 2003;
MURILLO-RODRIGUEZ et al., 2009). Além destas a¢6es neurais no tronco encefélico,
autores relatam uma alca de acdo bioquimica da vigilia localizada no talamo e no
hipotdlamo, atuando através da liberacdo de histamina (MCGINTY; SZYMUSIAK,
2003). Recentemente, um sistema envolvendo um neuropeptideo denominado orexina e

também hipocretina, secretado no hipotalamo lateral, foi identificado como responsavel
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pelo despertar e manutencdo da vigilia. A auséncia ou reducdo desse NT é observada
em associagdo com a narcolepsia (BOSS; ROCH, 2015).

Ciclos do sono

Fundamentalmente, o sono é constituido por dois estados biolégicos distintos:
sono com Movimentos Oculares Rapidos (Rapid Eye Moviment, em inglés —REM), ou
sono dessincronizado, e o0 sono NREM (Non rapid Eye Moviment, em inglés — Sem
movimentos oculares rapidos), ou sono sincronizado. Durante o periodo de sono,
observa-se uma alternancia de fases de sono REM e NREM. Ha uma progressdo da
vigilia para os estagio N1, N2 e N3; este Gltimo denominado sono de ondas lentas
(ALLEBRANDT; ROENNEBERG, 2008). Este ciclo do sono REM/NREM repete-se
entre 4 a 6 vezes durante a noite e tem duracdo aproximada entre 90 e 110 minutos
(LENT, 2010) (Figura 2). Diversas estruturas cerebrais como o SRAA e o hipotalamo
participam da regulacéo do ciclo sono-vigilia. A area bulbo-talamica, especificamente o
nucleo do trato solitario, € uma regido importante para promover o sono (STERIADE;
SAKAI; JOUVET, 1984).

Figura 2. Ciclo humano tipico na fase adulta jovem

Awake
REM
N1
N2

N3

Hours of Sleep

Fonte: adaptado de Kandel et al. (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2003).

O sono NREM
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O sono NREM caracteriza-se pela auséncia de movimentos oculares rapidos.
Durante o sono NREM, hormonios e neuromoduladores s&o secretados e estes
promovem a reparacdo de funcbes fisiologicas ocorridas no periodo de vigilia
(KANDEL et al., 2003) (FLECK; KRAEMER, 2013).

No sono NREM, alteragdes importantes para a homeostase do sistema
cardiovascular sdo observadas. Observa-se uma reducdo da atividade do sistema
nervoso autdbnomo simpatico e um aumento do tbnus parassimpatico
(RECHTSCHAFFEN; KALES, 1968). De acordo com padrdes eletroencefalograficos, o
sono NREM divide-se em 3 estagios progressivos evoluindo de uma fase mais
superficial (fase 1) para uma fase de sono mais profundo (fase 3). Nessa Gltima ha uma

aumento do limiar para o despertar (Figura 2):

e Estagio 1: o individuo se encontra numa transicdo entre o estado de vigilia e 0
sono, com ondas no eletroencefalograma (EEG) de baixa voltagem;

e [Estagio 2: presenca de ondas no EEG de baixa voltagem, sendo interrompido
por fusos e complexo K;

e Estagio 3: presenca de ondas delta, que possuem baixa frequéncia e alta

amplitude;

O sono REM

O sono REM é também chamado de paradoxal ou dessincronizado. Observa-se
um potencial elétrico ritmico inibitério-excitatério. E gerado por neurdnios talamicos e
corticais, formando ondas dessincronizadas de baixissima amplitude e alta frequéncia
(DOSSI; NUNEZ; STERIADE, 1992; STERIADE, 1992). Caracteriza-se por uma
dessincronizacdo eletroencefalografica e atonia muscular (Figura 3). Ocorre ainda
ativacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico, com oscilacdes de frequéncia
respiratoria e cardiaca, fluxo sanguineo, débito cardiaco e fluxo sanguineo cerebral
(LENT, 2010).

Durante 0 sono REM ocorre intensa atividade cerebral e mudancas que afetam a
biologia corporal. Atualmente, sabe-se que nessa fase do sono, o cérebro desenvolve sua
plasticidade através da liberacdo de agentes neurotréficos, ou seja, ha um aumento na

capacidade de desenvolver novas sinapses. Tais sinapses possivelmente contribuem para
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0 aprendizado reduzindo ansiedade, depressdo e perdas cognitivas (ATKINSON;
DAVENNE, 2007; LENT, 2010).

Xie et al. demonstraram que 0 sono apresenta-se como um “limpador de toxinas”
acumuladas no cérebro durante a vigilia. Tais toxinas sdo oriundas do proprio
metabolismo do Sistema Nervoso Central (SNC). Ao dormir, um fluxo perivenoso flui
da convexidade para o liquido cerebroespinhal, executando uma verdadeira “lavagem”.
Neste processo, descrito como sistema “glinfatico”, placas de beta-amiloide,
acumuladas no cérebro sdo excretadas (XIE et al., 2013). Tal evidéncia comprova a
necessidade vital do sono.

Figura 3. Tracado eletroencefalografico tipico na vigilia e durante os ciclos do sono

Desperto

Mo s

J ATA s AT e da TV W Y N
Sono NREM (ondas lentas)

Estagio 1
ESlaglO 2 N el LA Sl | A 2 A
Estagio 3 AN o WL AL W

Sono REM (paradoxal)

Tempo —————

A supressédo e geracdo dos ritmos do sono envolve a liberacdo de NT no tronco
cerebral, hipotalamo, prosencéfalo basal e cortex cerebral e consequente ativacdo de
circuitos reticulares talamicos e talamo-corticais. De uma maneira simplificada, pode-se
dizer que o ciclo sono-vigilia distingue-se pelo balan¢o de neuromoduladores, em que a
vigilia é um estado colinérgico e monoaminérgico, 0 sono REM ¢ predominantemente
colinérgico e o sono NREM ¢é uma posicdo intermediaria entre os dois estados
precedentes (GOMES; QUINHONES; ENGELHARDT, 2010).

Diante do exposto, as alteracdes no ciclo sono-vigilia envolvem modificacdes
elétricas da atividade cerebral e flutuacdes de NT, particularmente relacionadas ao

sistema catecolaminérgico.
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Com rela¢do aos roedores, de forma geral, séo mamiferos placentarios com
preferéncia de habitos noturnos e sono policiclico. Eles dormem relativamente as
mesmas quantidades quando colocados em condigdes de &gua e comida ad libitum.
[Anim. Behav., 1988, 36, 1407 1419]

1.1.2. Ritmo circadiano

O ritmo circadiano (do latim circa- cerca de + diem- dia) apresenta um periodo
de, aproximadamente, 24 horas em todas as espécies. Também ¢é identificado como
sistema de temporizacdo circadiana e apresenta seu centro regulador no nucleo
supraquiasmatico (KREIER et al., 2007). O ndGcleo supraquiasmatico influencia as
oscilagbes de temperatura relacionadas ao ciclo claro-escuro  geofisico
(ALLEBRANDT; ROENNEBERG, 2008). Em seres humanos normalmente, o periodo
de sono ocorre durante a noite e geralmente, é Unico. J& em roedores, como
caracteristica inata destes animais, o periodo normal de sono ocorre durante o dia, sendo
fragmentado (HORNE; OSTBERG, 1977). Estudos prévios demonstram a
aplicabilidade da experimentacdo e uso do ciclo geofisico invertido para esses
animais(BELISO et al., 2012).

1.2.Privacgado do sono

A PS ¢é definida como a remocéo total, ou parcial do sono (ANTUNES et al.,
2008). E desencadeada por fatores exdgenos e/ou enddgenos, entre esses, excesso de
barulho, carga excessiva de trabalho, drogas, estresse e ansiedade (FERRARA; DE
GENNARO, 2001).

A PS em animais tem sido utilizada como um instrumento de investigacdo para
esclarecer mecanismos relacionados a fisiologia do sono. Estudos mostram que a PS
exerce efeitos negativos sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HIPOLIDE et al.,
2006), alterando a memoria de curto e longo prazo (KUMAR; JHA, 2012), os niveis de
endotelinas (PALMA et al., 2002), a cognicdo (VRIEND et al., 2015) e a atencdo
(GODOI; OLIVEIRA; TUFIK, 2005).
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Na busca de entender os maleficios da restricdo crénica de sono, um estudo
avaliou 25 jovens saudaveis, sem diagndstico prévio de problemas do sono,
submetendo-os a restricdes de duas horas de privagdo de sono total (PST) por noite.
ApO6s uma semana, os individuos apresentaram uma piora no desempenho da vigilancia
psicomotora, além de um aumento nas concentracdes de citocinas pro-inflamatérias de
interleucina- 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral- alfa (TNF-alfa) (VGONTZAS et al.,
2004). Outro estudo realizado por Kadi e Niki (2014), no qual voluntéarios foram
submetidos a PST, os pesquisadores concluiram que 24 horas de PS foram suficientes
para uma redugdo do desempenho psicomotor e uma piora do humor (KAIDA; NIKI,
2014). A restricdo total de sono em humanos associou-se a um aumento da sonoléncia
diurna, reducdo do desempenho, transtornos hormonais e alteragdes do humor (KAIDA;
NIKI, 2014; MULLINGTON et al., 2009).

Em humanos, o sono NREM corresponde, em media, a 75% do sono total
(GOMES et al., 2010). Enfatiza-se que durante 0 sono NREM ocorrem alteracGes
graduais e relacionadas dos niveis de consciéncia, dos NT e da secre¢cdo hormonal
(LENT, 2010). Sabe-se que durante o sono NREM ha uma diminui¢do do metabolismo
de glicose cerebral. De forma oposta, durante 0 sono REM ocorre um aumento de 16%

no mesmo metabolismo (FENG et al., 2016).

As alteracbes bioquimicas durante a PS ainda ndo estdo bem estabelecidas, no
entanto as evidéncias sugerem que ocorre um decréscimo da atividade tireoidiana
(GARY et al., 1996) e das concentracbes do horménio do crescimento (GH) (OBAL;
KRUEGER, 2004).

Ha controvérsias sobre o comportamento de ansiedade e depressdo associado a
PS. Aumento e reducdo do comportamento de ansiedade tem sido associado a PS
(PIRES; TUFIK; ANDERSEN, 2012). A PS paradoxal (andloga a privacdo de sono
REM) parece apresentar efeitos ansioliticos na maioria dos casos (POKK;
ZHARKOVSKY, 1997). A contradicdo de resultados podem ser, em parte, secundaria a
utilizacdo de modelos experimentais diversos. Todavia, € oportuno que se investiguem
0s motivos pelos quais sdo relatadas algumas discrepancias. Essa medida permitira o
refinamento das técnicas comportamentais em pesquisa basica, garantindo maior
aplicabilidade dos dados obtidos. Deve-se ressaltar que os experimentos conduzidos em

animais ndo mimetizam completamente o déficit de sono em seres humanos.
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Durante a PS, ocorre um desregulacdo da alternancia dos ciclos REM/NREM.
Em consequéncia, ha uma incapacidade completa ou parcial da reparacdo das funcfes
especificas de cada fase do sono. Autores evidenciam a necessidade de um adequado
tempo e sequéncia de fases do sono para que ocorram 0s mecanismos de homeostase.
Hé evidéncias de que o sono acoplado a um ritmo circadiano apropriado é mais eficiente
que uma dessincronizacdo entre ritmo e sono (WEBER; DAN, 2016). Em particular, a
restauracdo das conexdes entre a rede neural de consolidacdo da memdria, em especial,
nas regides do talamo, hipocampo e corpo estriado sdo essenciais (ALKADHI et al.,
2013; GRAVES, L.; PACK; ABEL, 2001; RIBEIRO et al., 2002).

Varios aspectos relacionados ao sono, vigilia e fungdo cerebral ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos necessitando-se mais estudos e melhor elucidacdo. Novamente,

a utilizacdo de modelos experimentais contribui para essa investigagéo.

1.2.1. Alteraces cerebrais associadas a privacéo do sono

Estudos mostram alteracdes variadas associadas a PS em animais. Apos a PST
em camundongos, uma elevacao do estresse oxidativo no tecido cerebral, especialmente
na regido hipocampal, um aumento nas concentracdes de citocina pré-inflamatoria
como a IL-6 e uma ativacdo microglial foram demonstrados (SILVA et al., 2004). As
alteracdes neuroinflamatdérias no hipocampo associaram-se a uma reducdo do
aprendizado e da meméria (ZHU et al., 2012). Achados similares foram encontrados
ap6s PSREM (ASHLEY et al., 2016).

De forma controversa, animais com leséo cerebral submetidos a 24 horas de PST
demonstraram uma reducdo no dano morfoldgico, observando-se uma melhor
recuperacdo dos roedores (MARTINEZ-VARGAS et al., 2012). Tal achado sugere que,
em alguns casos, a PST pode possuir um efeito neuroprotetor. Achados semelhantes
podem ser constatados na literatura como o estudo realizado por Zucconi et al. (2006)
em que foi observado um aumento na neurogénese hipocampal (giro denteado) apos
PST de 24 horas.

A desregulacdo do sono afeta de modo bastante conciso o processo de
biosintese, liberacdo, recaptacdo e degradacdo dos NT. Um aumento da acdo
noradrenérgica leva a maior excitabilidade neuronal (MALLICK; SINGH, 2011). Os

niveis aumentadas de NA afetam a fungdo neuromoduladora da serotonina (5-HT) que
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junto a outros fatores hipnogénicos exercem um papel regulador no sono REM e NREM
(GOMES et al., 2010).

Diante do exposto, entende-se que 0 sono exerce uma funcdo essencial na
regulacdo de mecanismos bioldgicos neurais. Alguns aspectos permanecem por serem
elucidados. Agentes farmacoldgicos e ndo farmacoldgicos podem modificar o ritmo

vigilia-sono.

1.2.2. Modelos de privacao de sono

Diversos modelos animais sdo utilizados para avaliar a PS. O uso de diferentes
protocolos de PS, envolvendo vias neurobioquimicas e comportamentais distintas,
dificulta a comparacdo entre os resultados obtidos acerca dos efeitos da PS (PIRES et
al., 2016).

Os modelos de PS podem ser classificados em agudos ou cronicos, sendo a PS
aguda aquela que ocorre por algumas horas (de 1 a 4 horas). Ja a PS cronica caracteriza-
se por uma longa duracdo, geralmente em um tempo igual ou superior a 5 horas
continuas. A literatura especializada nessa area vem apontando a utilizacdo de dois

principais modelos de privacédo de sono: privacdo de sono REM (PSREM) e PST.

Privacéo de sono REM (paradoxal)

Na PSREM ocorre uma maior restricdo de sono paradoxal. Comumente utiliza-
se 0 modelo de plataformas elevadas na agua ou “‘flower pot” (MENDELSON et al.,
1974). No Brasil, o trabalho pioneiro realizado por Tufik et al. constatou que 0s animais
privados de sono REM foram mais responsivos a apomorfina, um antagonista
dopaminérgico, do que os ndo privados, sugerindo que a PSREM induz uma
supersensibilidade dos receptores dopaminérgicos no cérebro (TUFIK; LINDSEY;
CARLINI, 1978). Tais achados possibilitaram a realizacdo de varios outros estudos
relacionando ndo apenas o sistema dopaminérgico, mas também o colinérgico o que

ampliou o interesse e a melhor compreensdo dos experimentos de PS com animais
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(GODOI et al., 2005; GRAVES, L. A. et al., 2003; KUMAR; JHA, 2012; KUSHIDA;
BERGMANN; RECHTSCHAFFEN, 1989; ZUCCONI et al., 2006).

Privagéo de sono total

A PST caracteriza-se pela privacdo de sono REM e NREM (PACE et al., 2015;
PENG et al., 2016; WU et al., 2008). Em estudos com roedores 0 modelo de PST
comumente utilizado é o protocolo gentle handling, realizado através de manipulacdes
suaves para evitar o adormecimento do animal, por periodos varidveis, geralmente de 1
a 24 horas (LONGORDO et al., 2011).

1.3.Neurotransmissores: Sistema Nervoso Central

Os neurdnios sao as unidades basicas e apresentam alta especializacdo funcional.
A comunicacédo entre as células nervosas no SNC da-se em parte através de compostos
quimicos que agem como sinalizadores, os NT (STANFIELD, 2014). Agentes,
farmacoldgicos e ndo farmacologicos, que agem no SNC séo usados terapeuticamente

para modular a atividade dos NT.

A rede neural entre os sistemas motor, sensorial e cognitivo interconecta-se
através de diversos recursos que incluem o aumento ou diminuicdo dos niveis basais de
horménios, NT e atividade elétrica (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977;
TILLERSON et al., 2003). Tem sido demonstrado que durante o periodo de 24 horas,
liberacbes e inibicdes de diversos NT ocorrem no SNC. Os NT influenciam a
homeostasia do ciclo sono-vigilia que se relaciona ao ciclo geofisico claro e escuro
(BERGMANN et al., 1989; GANGWISCH, 2009; HORNE; OSTBERG, 1977
KREIER et al., 2007; KUMAR; JHA, 2012).

As monoaminas, derivados precursores proteicos (aminoacidos), também
chamados de aminas biogénicas, sdo moléculas quimicas, de pequeno tamanho (LENT,
2010). O processo de liberacdo e captacdo das monoaminas e sua importancia como NT

na fenda sinaptica foi inicialmente descrita por AXELROD (1971). Os NT classicos sédo
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a acetilcolina, as catecolaminas (dopamina, adrenalina e noradrenalina) e, a serotonina
(LAJTHA; VIZI, 2008).

Dentre as aminas biogénicas, as catecolaminas, substancias formadas por um
nlcleo catecol (anel benzeno com dois grupamentos hidroxil) e uma cadeia lateral de
etilamina ou um de seus derivados tém como elemento precursor a molécula de tirosina
(FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997).

Para a transformacdo da tirosina em dopamina e noradrenalina ocorrem varias
reacOes. Primeiramente, a enzima tirosina hidroxilase converte tirosina em L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A tirosina hidroxilase é considerada a enzima
limitante nesta sintese. Em um segundo momento, a DOPA passa por um processo de
descarboxilagdo através da DOPA descarboxilase a DA. Por fim, a DA pode ser
convertida em NA pela acdo da dopamina-B-hidroxilase (FELDMAN et al., 1997)
(Figura 4).

Figura 4. Fluxograma da sintese das monoaminas
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Apos o processo de sintese, as catecolaminas sdo liberados na fenda sinaptica
podendo ser catabolizadas por duas enzimas de grande importancia no metabolismo das
monoaminas, sdo elas: monoamina oxidase (MAQO) e catecol o-metil transferase

(COMT). Tais compostos enzimaticos atuam de modo bastante difundido no SNC, e



33

também no SNP. Suas a¢des influenciam diversos processos neurofisioldégicos (BERNE
et al.,, 2009; GUYTON; HALL, 2006). As monoaminas sdo encontradas em algumas
regides cerebrais dos mamiferos, e de forma particular nos roedores (LAJTHA; VIZI,
2008).

A MAO localiza-se na regido interna da membrana mitocondrial, tendo um
papel estratégico na inativagdo das catecolaminas que estdo livres na fenda sinaptica. Ja
a COMT atua nas catecolaminas extraneuronais. Diversos estudos apontam para a
importancia dos metabdlitos das monoaminas e suas relagdes com 0S processos
neurofisiopatologicos (LAJTHA; VIZI, 2008). Os metabdlitos produzidos pelas
enzimas MAO e COMT sdo: o acido dihidroxifenilacético (DOPAC) e é&cido
homovanilico (HVA).

Todo esse processo de captacdo neuromonoaminérgica ocorre através de um
gasto energético dependente do gradiente de NA" e CI". Alguns agentes farmacoldgicos

podem atuar na inibicdo metabdlica desse processo (FELDMAN et al., 1997).

1.3.1. Sistema noradrenergico

A producdo de NA ocorre nos neurénios noradrenérgicos localizados na regido
da ponte, especificamente no locus coeruleus. Outras regifes também atuam na
producdo de NA, contudo em uma menor quantidade, como no sistema reticular (nucleo
do trato solitario) e no bulbo (nucleo motor dorsal do vago) (GRELINAS; NGUYEN
2007). Os axonios deixam o locus coeruleus e suas projecdes alcancam todo o
neuroeixo. Dessa forma, possibilitam uma acdo noradrenérgica generalizada nos
diversos centros cerebrais dentro e fora do SNC. O cortex cerebral, o talamo, o
hipotdlamo, o bulbo olfatério, o cerebelo, o mesencéfalo e a medula espinhal
representam, por exemplo, importantes locais de acdo da NA (NA-ergic input) (Figura
5) (MAMMARELLA et al.,, 2016). Outras projecdes neurais desempenham funcées
sensitivas e controlam fungdes autonémicas, como, atividade cardiaca e a via hormonal
do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) (ASTON-JONES; COHEN, 2005).

Os receptores adrenérgicos sdo classificados em duas categorias: alfa (o) e beta
(B) e sdo divididos em subtipos, como por exemplo: al, a2, 1 e B2. As duas categorias
estdo presentes no cérebro e pertencem a familia dos receptores de proteina G. Dentre

os receptores de NA, o tipo 02 € o que apresenta maiores concentracdes no SNC. Os
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receptores B estimulam a adenilato-ciclase e aumentam o0s niveis intracelulares de
AMPc. O receptor al promove a liberacdo de Ca®* intracelular, via fosfolipase C e a
ativacdo dos receptores 02 diminui a atividade da adenilato ciclase (LAJTHA; VIZI,
2008).

A NA tem sido relacionada as respostas estressoras (fight or flight system),
motivacdo, ciclo sono/vigilia e ao despertar. Disfuncdes no sistema noradrenérgico
apresentam implicacfes na etiopatogenia de diversas disfungbes mentais, como:
esquizofrenia, depressdo, ansiedade e disturbio bipolar e transtorno do déficit de atencao
e hiperatividade (TDAH) (LAJTHA,; VIZI, 2008).

A NA modula o humor particularmente atraves da atividade dos receptores
inibitorios 02-pré-sinapticos. Uma vez ativados, eles provocam um downregulation do
tonus noradrenérgico no SNC causando disfungBes cognitivas como 0s sintomas
depressivos. Em virtude disso, os transportadores de NA sdo alvos no estudo de drogas
antidepressivas e psicoestimulantes (MAMMARELLA et al., 2016). Niveis elevados de
tirosina hidroxilase foram relatados na regido do locus coeruleus em vitimas de suicidio
e pacientes depressivos (CHANDLEY; ORDWAY, 2012). De forma importante, a PS
causa elevacdo da NA no tecido cerebral (SOMARAJAN; KHANDAY; MALLICK,
2016).

Figura 5. Representacdo esquematica das vias noradrenérgicas no cérebro
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O locus coeruleus esta envolvido no sistema vigilia, sendo essencial para a
atencdo, além de manifestar uma acdo na estimulagdo da PS REM, quando em
concentragdes adequadas (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012). Entretanto, o
aumento da NA também pode induzir a reducdo quantitativa de sono REM. Isso pode
ser obtido através da acdo de farmacos inibidores da MAO, enzima que degrada a NA
(RODRIGUES; CASTRO CALDAS; FERREIRA, 2016).

O sistema catecolaminérgico relaciona-se com o estresse crénico, em particular a
acdo noradrenérgica. A gravidade do estresse fisico ou psicoldgico pode ser mensurada
através da ativacdo hormonal do eixo HPA ou pela resposta no sistema adrenal. Estudos
experimentais mostram que o estresse estimula a liberacdo noradrenérgica no locus
coeruleus. Deve ser ressaltado que esse mecanismo de acdo ndo estd completamente
elucidado (BOWE et al., 2008; KVETNANSKY et al., 2016; MILLER et al., 2008).

Provavelmente, o estresse proporcionado pelo exercicio fisico possibilita uma
acdo antidepressiva na medida em que ativa a alca bioquimica da via noradrenérgia e
serotonérgica no hipocampo. Tal constatacdo mostra que o0 exercicio € uma medida nao
farmacoldgica que tem uma acdo neuroprotetora, mimetizando os efeitos de drogas
antidepressivas (LEE et al., 2013).

Exercicios fisicos modulam as concentracbes de NA em regides cerebrais, como
0 corpo estriado e controlam a homeostase energética. Portanto, participam como
importantes reguladores do sono (GUZMAN et al., 2013).

O sistema noradrenérgico, dada a sua larga distribuicdo, aparece como um ideal
construtor para agir a distancia em um vasto conjunto de neurdnios. Tal sistema geraria
efeitos de forma direta ou indireta em mediacdes fisiologicas diversas e atuaria como
um potente neuromodulador dentro e fora do SNC (LAJTHA; VIZI, 2008).

1.3.2. Sistema serotonérgico

A serotonina, também chamada de 5-hidroxitriptamina (5-HT), é sintetizada a
partir do aminoacido triptofano nos neurdnios do ndcleo da rafe mediana mesencefalica

(Figura 6). A serotonina ndo é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica devido
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ao cardter hidrofilico de suas moléculas, sendo dessa forma sintetizada no SNC
(LAJTHA; VIZI, 2008).

Sua producéo € realizada por meio da captacao ativa do triptofano plasmatico por
carreadores de aminoacidos neutros na barreira hematoencefélica, deste modo a
variacdo do triptofano plasmatico influencia significativamente na produgdo de 5-HT
nos nacleos da rafe (BLUNDELL, 1992).

O processo de sintese da serotonina ocorre pela hidroxilacdo na posicéo cinco do
anel aromético do aminodcido triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) através da enzima
triptofano hidroxilase presente nos neurbnios serotoninérgicos dos nucleos da rafe.
Posteriormente, o 5-HTP ¢é descarboxilado pela enzima acidoamino-aromatico
decarboxilase (AADC), formando entdo a serotonina. A AADC também é encontrado em
neurbnios catecolaminérgicos onde € responsavel pela conversio da 3,4-
dihidroxifenilalamina (DOPA) em DA sugerindo uma similaridade nos neur6nios de
formacdo destas monoaminas (LAJTHA; VIZI, 2008) (Figura 4).

A serotonina apresenta diversos tipos de receptores que sdo classificados em 7
familias: 5-HT1; 5-HT2; 5-HT3; 5-HT4; 5-HT5; 5-HT6; 5-HT7. Todos os receptores
apresentam suas fungdes acopladas a proteina G, exceto o receptor 5-HT3 que
pertencente a familia de receptores acoplados a canais idnicos seletivamente permeaveis
a sodio (Na"), potassio (K*) e célcio (Ca®") (LAJTHA; VIZI, 2008). Estudos apontam
que receptores serotoninérgicos 5-HT1A, 5-HT2A/2C e 5-HT3 estdo envolvidos nos

casos de depressdo em modelos animais (ULAK et al., 2010).

A 5-HT age na regulacdo de diversas funcbes: ciclo sono/vigilia, humor,
memoria, cognicdo, desejo sexual, aprendizado, agressao e a saciedade. Relatos clinicos
da fisiopatologia da serotonina demonstram que a depressdo, ansiedade, esquizofrenia e
transtorno de atencdo e hiperatividade e sdo os principais disturbios serotoninérgicos
observados (STERNAT; KATZMAN, 2016).

A serotonina atua de forma importante na depressdo. Diversas classes de drogas
antidepressivas, como os inibidores da MAO e antidepressivos triciclicos, atuam através
do bloqueio da recaptacdo de NA e de 5-HT (HEIMING; SACHSER, 2010). A inibicéo
da sintese e da recaptacdo seletiva de 5-HT atuam na contra regulacdo do humor
(JACOBS, 2002). Estudos relatam que a inibicdo seletiva da recaptacdo de NA e 5-HT
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apresenta uma forte e efetiva relagdo com ansiedade e com 0 comportamento depressivo
(CHANDLEY; ORDWAY, 2012).

Outra acdo valorosa para a finalizacdo da molécula de serotonina ¢ a sua degradacéo
pela enzima MAO que se localiza no terminal pré-sinaptico e na membrana mitocondrial.
Os subtipos da enzima MAO, tipo A ou tipo B, convertem a serotonina em 5-
hidroxiindolacetaldeido (5-HIAA) e este produto é oxidado por um NAD-*-desidrogenase
aldeido-dependente, formando &cido 5- hidroxiindoacético (5-HIAA) (LAJTHA; VIZI,
2008).

Figura 6. Representacdo esquematica das vias serotoninérgicas no cérebro
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A laténcia do sono (tempo que se leva para iniciar o sono) é reduzida com a
ingestdo do aminoacido triptofano, molécula necessaria para a sintese de 5-HT,
sugerindo uma grande importancia na inducdo do sono e regulacdo do ciclo circadiano,
especialmente pela sua influéncia na regulacdo do sono de ondas lentas (BRANDAO,
2004; LENT, 2010).

A sua auséncia é responsavel por transtornos do sono e sua producdo é
aumentada com a pratica regular de exercicios fisicos (BERNE et al., 2009; RANG et
al., 2012).
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1.3.3. Sistema dopaminérgico

A dopamina (3,4-dihidroxifinilanina) € um NT monoaminérgicos, da familia das
catecolaminas, formado por um anel benzénico e duas moléculas de hidroxila; originado
do aminodcido fenilalanina que é convetido em tirosina (fenilania hidroxilase). A
Tirosina é hidrolizada pela enzima tirosina hidroxilase (enzima a responsavel pelo
controle na sintese de DA) a 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA). A DA ¢é formada
através da descarbozilagdo do L-DOPA (Figura 4). A ativacdo dos neurdnios
dopaminérgicos esta envolvida no aumento da enzima tirosina hidroxilase
desencadeando a liberagdo de DA (LAJTHA; VIZI, 2008).

Figura 7. Representacdo esquematica das vias dopaminérgicas no cerebro
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Inibidores da tirosina hidroxilase, como a Alfa-Metil-P-Tirosina (AMPT),

desencadeiam a reducédo nos niveis de DA no nucleo de accumbeins e no corpo estriado.

A DA apresenta funcdes de grande importancia no SNC, responsavel pela
regulacdo de diversas funcdes fisiologicas, sua producdo é de grande valia para a
regulacdo da homeostasia corporal (DEUTCH; ROTH, 2004). Sua funcdo envolve o
controle de movimentos, aprendizado, humor, emocoes, sensacdo de desejo, cognicao,
sono e memaria (RANG et al., 2012) (Figura 7).
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A desregulacdo na producéao/liberacdo de DA estd envolvida na patogénese do
controle do movimento (Doenga de Parkinson) e nos disturbios psiquiatricos
(esquizofrenia e déficit de hiperatividade e aten¢do) (CHOI et al., 2005).

Os receptores de DA sé&o subdivididos em D1, D2, D3, D4 e D5 de acordo com
localizacdo no cérebro e suas respectivas fungdes (receptores D1 e D5 — excitatorios e
receptores D2, D3 e D4- inibitdrios) (FLECK; KRAEMER, 2013).

Estudos prévios apontam que a PS desencadeia 0 aumento nas concentragdes de
DA, devido a sua funcdo no estado de alerta e nos casos de sonoléncia excessiva diurna.
Estes resultados séo consistentes com uma regulacdo negativa dos receptores D2/D3 no
corpo estriado ventral apds a PS que pode contribuir para a diminuicdo associada a
vigilia, o que € notado pela reducdo da motricidade (OLSON et al., 2006).

Degradacdo da dopamina

Duas principais enzimas fazem parte do processo da catabolizacdo da DA: MAO
e a Catechol-O-Metil-Transferase (COMT). A enzima MAO atua nos tecidos através de
isoformas: MAOa,e MAOg, ambas as isoformas apresentam afinidades similares a DA
(NAPOLITANO; CESURA; DA PRADA, 1995). A oxidacdo da DA pelas enzimas
MAOs leva a producdo de derivados de aldeidos (3,4-dihidroxifenilacetaldeido e 3-
metoxi-4-hidroxifenilacetaldeido). Estes aldeidos podem ser catabolizados pela enzima
aldeido desidrogenase em acidos metabdlicos, acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
e acido homovanilico (HVA).

A COMT atua como uma enzima nao especifica que transfere o grupamento
metil para a meta-hidroxi das moléculas de catecol. A inibicdo enziméatica de COMT
desencadeia 0 aumento nos niveis de DA ndo alterando as sinapses dopaminérgicas e a
ativacdo dos receptores de DA (LAJTHA,; VIZI, 2008).

Turnover de Dopamina e seus metabolitos

A relacdo de DOPAC/DA prediz a taxa do metabolismo dopaminérgico,
enquanto que as mudancas nos niveis dos metabolitos de DA (DOPAC e HVA) refletem
alteracdes da atividade da MAO (LAJTHA,; VIZI, 2008).
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A atividade dos neurdnios dopaminérgicos pode ser estimada através de varias
relacdes entre os metabolitos da DA, como por exemplo: DOPAC+HVA/DA, HVA/DA
ou DOPAC/DA (LAJTHA; VIZI, 2008)

A relacdo entre os metabdlitos de DA (turnover), indica alteracGes na sua taxa
de producdo, sendo utilizado como meio de avaliar condigdes patoldgicas, como
parkinsonismo experimental e infarto do miocéardio (MEGYERI et al., 2007).

1.4.Exercicio fisico: estudos relatados em camundongos

Existem trés variacOes de exercicios fisicos que s&o mais comumente utilizados
como ferramenta cientifica: exercicios aerdbios, resistidos e coordenativos (ANTUNES
et al., 2008; ATKINSON; DAVENNE, 2007; CAPERUTO et al., 2009; DANIELE et
al., 2012; ESTEVES, A.; BENEDITO-SILVA; TUFIK, 2011; PASSOS et al., 2011;
TUOMILEHTO et al., 2009; YOUNGSTEDT, 2005).

Os exercicios fisicos aerobios, também denominados de cardiorrespiratorios,
caracterizam-se por atividades que enfatizam o sistema bioenergético da ativacdo da
cadeia transportadora de elétrons e da peroxidacdo lipidica. Nesse caso, faz-se uso da
gordura corporal e do oxigénio no processo de geracdo de energia. Tal exercicio é
realizado entre 60 a 80% da frequéncia cardiaca maxima. Os exercicios continuos e
prolongados objetivam  principalmente o desenvolvimento da capacidade
cardiorrespiratoria (ARORA; SHENOY; SANDHU, 2009; BALDUCCI et al., 2012;
BERTOLI et al., 2003; JOHNSON et al., 1982).

Os exercicios fisicos resistidos, que fazem uso do sistema anaerdébio corporal,
sdo aqueles realizados com sobrecargas, com alto indice de esforco, em que sdo
utilizados pelo sistema ATP- fosfocreatina e glicolitico. A energia empregada durante a
pratica de um exercicio anaerébico independe do oxigénio. e tem por objetivo principal
o desenvolvimento da forca muscular (FLECK; KRAEMER, 2013).

Por ultimo, os exercicios de coordenacdo corporal em que o controle
neuromuscular é definido como o harmonioso funcionamento dos mdsculos ou grupos
de musculos e articulagdes na execucdo de um movimento (BOYKE et al., 2008). Os

exercicios de coordenacdo motora podem auxiliar para que estes movimentos sejam
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ainda mais desenvolvidos, especialmente durante o processo de envelhecimento. O
exercicio de coordenacdo motora possibilita a agdo conjunta de diversos sistemas do
corpo humano. Entre eles, estdo o sistema esquelético, o sistema muscular e o sistema
sensorial (BERNE et al., 2009).

As respostas neurofisiolégicas ao exercicio dependem do protocolo utilizado, de
acordo com a duracdo, intensidade e frequéncia do esforco fisico (NARATH,;
SKALICKY; VIIDIK, 2001)

Os efeitos cronicos do exercicio fisico sdo aqueles resultantes do treinamento
frequente e regular, comumente observados ap6s uma semana de pratica. Ja os efeitos
agudos sdo aqueles que ocorrem de imediato ap6s o exercicio, seja de alguns minutos
até 72 horas apos a sessio de treinamento especifico (NOBREGA; ARAUJO, 1988).

No que se refere aos exercicios com roedores, um fator que deve ser considerado
refere-se a motivacgdo, podendo ser voluntaria ou forcada. Por exemplo, os exercicios
fisicos voluntarios sdo aqueles realizados na roda de corrida, onde os animais tém livre
acesso (MONDON et al., 1985; RUSSELL et al., 1987), e por ser uma atividade
voluntéria, o controle das variaveis de treinamento € dificultado (RAGLIN, 1990), em
especial na condicdo de PS. Em contrapartida, o protocolo do treinamento em uma
esteira rolante pode ser controlado com mais cuidado e precisdo (DISHMAN et al.,
2006). Os exercicios voluntarios sdo aqueles realizados na roda de corrida (running
wheel), em que os animais tém livre acesso para a pratica (MONDON et al., 1985;
RUSSELL et al., 1987). Entretanto, protocolos for¢cados como a corrida em esteira
rolante (treadmill exercise) e de natacdo (swimming activity) demonstram maiores

possibilidades de controle e precisdo das variaveis em questdao (DISHMAN et al., 2006).

1.5.Efeitos do exercicio fisico sobre o sistema nervoso

O exercicio fisico tornou-se um importante instrumento ndo farmacologico capaz
de proporcionar uma melhora na qualidade de vida e na saude. O exercicio é
potencialmente capaz de reverter acbes deletérias no SNC, especialmente nos
transtornos do sono, depressdo, doenca de Alzheimer, DP e outros disturbios
psiquiatricos (DISHMAN et al., 2006; MARQUES-ALEIXO et al., 2012;
TILLERSON et al., 2003).
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Relatos anteriores indicam que o exercicio fisico praticado regularmente tem um
efeito protetor sobre a saude, particularmente, efeitos neuroprotetores tém sido descritos
(FALONE; D'ALESSANDRO; MIRABILIO; CACCHIO; et al., 2012; LIN et al.,
2015; MARQUES-ALEIXO et al., 2012; REYNOLDS et al., 2016). O exercicio fisico
promove a ativacdo do cortex motor, corpo estriado, tdlamo e hipocampo.
Possivelmente, a atividade fisica aumenta a plasticidade cerebral de tais regides através
da producédo de agentes neurotroficos (CHENG et al., 2016; VISSING; ANDERSEN;
DIEMER, 1996; YOUNGSTEDT, 2005; ZHANG et al., 2015).

Os efeitos do exercicio fisico variam em funcdo do tempo e da intensidade
utilizada. De forma geral, diferentes alcas neurobioquimicas e mudancas celulares
especificas ocorrem ap6s o exercicio fisico. Alteracbes no perfil molecular e celular e
nos padrdes de lesdo celular podem ser observados (RADLEY-CRABB et al., 2012).

Estudos indicam que o exercicio aplicado de forma continua propicia o
desenvolvimento de novas redes sinapticas (sinaptogénese) no cérebro, aumentando a
conectividade em regides cerebrais menos ativas. Possivelmente, tais regibes podem
realizar mais adequadamente maior namero de funcbes (HERBST et al., 2015;
KRAKOWIAK et al., 2015).

Os resultados observados variam de acordo com o protocolo de treinamento
aplicado. A duracdo, intensidade, frequéncia e o tipo de exercicio classificados como
crénicos ou agudos sdo determinantes que influenciam os resultados (NARATH et al.,
2001).

Especificamente, estudos relatam que o exercicio fisico beneficia a funcgédo
cognitiva em roedores (KRAMER et al., 1999; VAN DER BORGHT et al., 2007). Tais
achados podem, em parte, ser explicados pela teoria das catecolaminas. Nessa teoria, 0
exercicio fisico eleva as concentracdes de NA e de adrenalina promovendo uma
ativacdo dos receptores B-adrenérgicos no nervo vago. Observa-se também uma inducéo

da expressao de C-Fos nos neur6nios ventrolaterais da medula (MCMORRIS, 2016).

Tem sido postulado que os efeitos cerebrais relacionam-se a varios mecanismos
como uma reducdo do estresse oxidativo (OGONOVSZKY et al., 2005), aumento da
neurogénese no hipocampo (DURING; CAO, 2006) e aumento dos niveis do fator

neurotrofico derivado do encéfalo (brain-derived neurotrophic factor —-BDNF). Todos
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esses mecanismos reduzem a deterioragcdo morfoldgica do cérebro (VAYNMAN, S. S.
et al., 2006). Esses resultados sdo observados tanto em exercicios voluntéarios (Wheel
running) (VAN PRAAG et al., 2005) quanto em exercicios controlados (Treadmill
exercise) (VAN DER BORGHT et al., 2007). Foi também mostrado que o exercicio
fisico reduz o dano neural induzido por isquemia parcial ou generalizada (WANG, R.
Y.; YANG; YU, 2001).

Relatos anteriores mostram uma maior liberagdo de BDNF, principalmente nas
primeiras horas apds o exercicio (VAYNMAN, S. S. et al., 2006). O BDNF é uma
proteina, da familia das neurotrofinas, que age no desenvolvimento e na sobrevivéncia
dos neurdnios existentes. O BDNF age na diferenciacdo de novos neurénios e de novas
sinapses tanto no SNC quanto no sistema nervoso periférico (BERNE et al., 2009;
VAYNMAN, S.; GOMEZ-PINILLA, 2006).

Em camundongos, o treino de corrida (treadmill exercise) aumenta os fatores de
crescimento endogeno (LIU, Y. F. et al., 2008). Autores relatam que os fatores de
crescimento, como por exemplo: fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de
crescimento semelhante a insulina- 1 (IGF-1) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) sao os responsaveis primarios pelas modificagdes no SNC e sistema nervoso
periférico observados ap0s o exercicio. Isso possivelmente ocorre através de um
aumento da sinaptogénese e angiogénese. A administracdo exdgena ou farmacoldgica
de cada um desses fatores de crescimento estimula a neurogénese. Provavelmente, o
exercicio, um processo fisioldgico, estimula a neurogénese per se (VAN PRAAG,
2008).

A PS reduz os niveis de AMP ciclico e de outros moduladores como a
calcio/calmodulina quinase 1V (CaMKIV) e o BDNF no giro denteado do hipocampo.
Por outro lado, o exercicio fisico regular previne a disfuncdo basal da P-CREB e da
CAMKIV nos animais privados de sono (ZAGAAR, M. A. et al., 2015).

Com relacdo aos efeitos do exercicio fisico sobre o sistema nervoso, um dos
pontos cruciais, ainda ndo esclarecido, € determinar qual o tipo e duracdo do exercicio
mais adequado e eficiente para melhorar a cogni¢do e promover a salde do cérebro.
Estudos diversos relatam diferentes protocolos e seus efeitos sobre o comportamento e a

funcdo cerebral (Tabela 1).
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Estudos anteriores realizados em camundongos e usando esteira rolante
(treadmill exercise) mostram diversos efeitos do exercicio fisico sobre o cérebro. A
Tabela 1 relaciona os estudos conduzidos nos ultimos cinco anos sobre os efeitos do
exercicio fisico, através de esteira rolante, no comportamento e nas alteracdes cerebrais
de camundongos. A duracdo dos treinos e a intensidade dos exercicios variaram nos
diversos estudos. Os modelos experimentais de exercicio fisico utilizados apresentavam
uma duragdo que variava entre 24 horas a 36 semanas. A velocidade do treino oscilou
entre 5Sm/minuto a 28m/min (protocolo de 24h). O tempo de treino por dia foi de 20 a
90 minutos. Os experimentos na sua maioria utilizaram camundongos machos e cinco
estudos avaliaram somente as fémeas. Dois estudos avaliaram conjuntamente machos e
fémeas. Cinco estudos avaliaram a memoria (BO et al.,, 2014; ERION et al., 2014;
FERREIRA-VIEIRA et al., 2014; KANG et al., 2013; KE et al., 2011), alguns a
atividade motora (IMURA et al., 2013; OHIA-NWOKO et al., 2014) o equilibrio
(SUNG et al., 2012), a neuroinflamacdo (BORG et al., 2012; ENOS et al., 2013;
FALONE; D'ALESSANDRO; MIRABILIO; PETRUCCELLLI; et al., 2012; KIM, B. S.;
KIM; LEEM, 2011; LAU et al., 2011; LEEM et al., 2011; LIU, H. L. et al., 2013;
MA et al., 2012; PERVAIZ; HOFFMAN-GOETZ, 2012; SPECK et al., 2014; YI et
al., 2012) e o comportamento depressivo (TUON et al., 2014). Efeitos diversos do
exercicio foram relatados. Melhora da memoria e da aprendizagem foram comuns (LIN
et al.,, 2015; LIU, H. L. et al., 2011; YIN et al., 2013). Diversos estudos relataram
aumento dos niveis de BDNF no tecido cerebral (DI LORETO et al., 2014; KE et al.,
2011; KIM, B. S. et al,, 2011; KRAKOWIAK et al., 2015; LAU et al.,, 2011;
LAWSON et al., 2014; LEZI; BURNS; SWERDLOW, 2014; LIU, H. L. et al., 2011;
NAM et al., 2014; PARK; HOKE, 2014; PATKI; LAU, 2011; TUON et al., 2014).
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Table 1 Estudos experimentais que utilizaram o exercicio fisico de esteira rolante (treadmill exercise) no comportamento e nas alteracdes

HOFFMAN-GOETZ,

2012)

N=42).
Estudos Espécie Duracéo do Distancia Tempo/dia Sexo comportamento Fenétipo molecular
treinamento percorrida
(LEEM et al., 2011) Tg-NSE/htau23 12 semanas 19 metros/min 60 minutos macho Né&o avaliado ft acdo dos astrocitos e da
microglia
U neuroinflamacéo
(SMITH, B. A; pré-tratamento 20 dias 10 metros/min 60 minutos macho  atividade motora ft transporte de DA
GOLDBERG; com MPTP 1 tirosina hidroxilase
MESHUL, 2011) C57BL/6J 7 neurénios na substancia
nigra
(KIM, B. S. etal., 2011) C57BL/6J 8 semanas 19 metros/min 60 minutos macho Ndo avaliado N plasticidade e sobrevivéncia
neuronal
U niveis EROs
(PATKI; LAU, 2011) pré-tratamento 18 semanas 15 metros/min 40 minutos macho Né&o avaliado U degradacdo mitocondrial no
com MPTP Corpo estriato
C57BL/6J
(LAU etal., 2011) pré-tratamento 18 semanas 15 metros/min 40 minutos macho Ndo avaliado " BDNF e GDNF
com MPTP U neur6nios dopaminérgicos
C57BL/6J U oxidagao de proteinas
neurais
(KE et al., 2011) APP/PS1 4 semanas 10 metros/min 60 minutos macho " memoria espacial T neurdnios serotoninérgicos
trangénicos ff memoria funcional no ndcleo da Rafe.
U ansiedade M neur6énios colinérgicos no
septo medial e diagonal
(LIU, H. L. etal., 2011) APP/PS1 20 semanas 11 metros/min 30 minutos macho f meméria e M plasticidade sinaptica
trangénicos aprendizado
(BORG et al., 2012) C57BL/6 6 semanas Nao relatado 60 minutos macho N4o avaliado Lipidios hipotalamicos ndo
foram alterados apds a pratica
de exercicios
(Yletal., 2012) (1dlr—/-) 26 semanas 5 metros/min 30 minutos macho N&o avaliado U inflamac&o hipotalamica
U dano neural
(PERVAIZ; C57BL/6 1 dia 28 metros/min 90 minutos fémea Nao avaliado U TNF-alfa e 'IL-6 no

hipocampo




D h
(e)]

(ENOS et al., 2013) C57BL/6 5 dias 25 metros/min 90 minutos macho Ndo avaliado M IL-1b e MCP-1 no cérebro
guando combinado com
drogas anti-inflamatérias nao
esteroidais

(SUNG et al., 2012) pré-tratamento 4 semanas 12 metros/min 30 minutos 1 equilibrio motor e 7 DA naregido nigroestriatal
com MPTP coordenagao U ativagdo da microglia
C57BL/6J U EROs

(TOY etal.,, 2014) pré-tratamento 6 semanas 24 metros/min 60 minutos macho N&o avaliado f Neurogénese (densidade
com MPTP dendritica)
C57BL/6J M sinaptogénese

Os niveis de DA estriatal se
mantiveram inalteradas

(IMURA et al., 2013) C57BL/6 35 dias 6 metros/min 20 minutos macho M equilibrio motor e M neurogénese
coordenacdo n sobrevivéncia e
diferenciaco neural
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(YINetal, 2013) C57BL/6 6 semanas 12 metros/min 60 minutos M aprendizado e
memoria espacial

(FERREIRA-VIEIRA 1 semana 11 metros/min 30 minutos ff memodria especial 7" Receptores CB;
f BDNF no hipocampo

etal., 2014)

(LEZI et al., 2014) C57BL/6 8 semanas 25 metros/min 40 minutos Néo avaliado ft Proteina PGC-1 alfa
T VEGF-A
Os niveis de BDNF, TNF-alfa
ndo foram alterados

P301S Tau 12 semanas 20 metros/min 40 minutos macho M atividade locomotora e
Transgénico exploratdria

(OHIA-NWOKO et al., U Fosforilacdo da Tau

2014)
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(NAM et al., 2014)

(TUON et al., 2014)

(DI LORETO et al.,
2014)

(SPECK et al., 2014)

(PARK; HOKE, 2014)

(KRAKOWIAK et al.,

2015)

(LIN et al., 2015)

C57BL/6 J

6-OHDA
C57BL/6

Camundongos
idosos CD-1

Swiss

C57BI/6J

BDNF knockout

C57BL/6J

transgénico
APP/PS1

5 semanas

8 semanas

16 semanas

8 semanas

6 semanas

2 semanas

10 semanas

12 metros/min

17 metros/min

13 metros/min

25 metros/min

10 metros/min

20 metros/min

12 metros/min

60 minutos

50 minutos

30 minutos

50 minutos

60 minutos

8 minutos

60 minutos

macho

macho

fémea

macho

macho

fémea

Macho e
fémea

Nao avaliado

U comportamento

depressivo

Nao avaliado

Nao avaliado

Nao avaliado

Nao avaliado

" memdra de curto e
longo prazo
1t aprendizado

" pCREB

" BDNF

" Neurogénese
" BDNF

ft TrkB

7" BDNF no cdrtex cerebral
1 Expresséo da NGF

7" Neuroprotegdo (enzimas
antioxidantes)

U Dano oxidativo

U Peroxidacéo lipidica

7" Neurogénese

!t BDNF

M IGF-1

 GDNF

" Neurogénese

" Plasticidade sinaptica

™ BNDF
T Neurogénese
f p-TrkB, p-AKT e p-PKC

Abreviagdes: BDNF: Fator neurotrofico derivado do cérebro; MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; DA: Dopamina; EROs: Espécies reativas de
oxigénio; NGF: Fator de crescimento do nervo;
Ldl: Lipoproteina de baixa densidade; Min: minutos; IGF-1: fator de crescimento similar a insulina-1; TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa; VEGF-A: fator
de crescimento endotelial vascular; IL-1b: interleucina 1b; IL-1 alfa: interleucina 1 alfa; GDNF: fator de crescimento neurotréfico glial.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3479
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1.5.1. O exercicio fisico na privacdo do sono

Previamente, foi demonstrado que a pratica regular de exercicios fisicos
proporciona resultados positivos que refletem alteraces fisioldgicas, cognitivas, no
humor, comportamentais e neurobioquimicas. Melhoras significativas na qualidade de
vida e na modificagdo da arquitetura do sono em humanos foram relatadas.
Experimentos animais tém sido amplamente utilizados para avaliar os efeitos do
exercicio fisico na PS (CHENNAOUI et al., 2015; ESTEVES, A. M. et al., 2016;
SAADATI et al., 2015).

O exercicio fisico é entendido pela American Sleep Disorders Association como
uma intervencdo ndo farmacoldgica para melhorar a regulacdo do sono (DRIVER;
TAYLOR, 1996). Controvérsias sobre efeitos do exercicio aerobio e resistidos existem
(YOUNGSTEDT, 2005).

O exercicio fisico promove um aumento do estagio 3 do sono NREM (WALKER
et al., 1978). Através de modificagdes no EEG, foi relatado que corredores apresentam
mais sono NREM e menos movimentos rapidos dos olhos durante o sono. Desde esse
relato, a interacdo entre o exercicio fisico e a PS tornou-se uma importante linha de
investigacdo. Até recentemente, os resultados sobre os efeitos do exercicio na privacao
de sono eram oriundos de pesquisas militares (O'HARA et al., 2014). Atualmente, 0s
atletas de elite que participam de provas de endurance tem sido estudados
(FULLAGAR et al., 2015). Estudos epidemiolégicos (COVASSIN; SINGH, 2016) e
evidéncias de experimentacdo animal (ELLIOTT et al., 2014) também tem sido

avaliados.

H& um consenso que 0s exercicios aerobios beneficiam a regulacdo do ciclo
sono/vigilia (ESTEVES, A. et al., 2011; PASSOS et al., 2011). Alguns estudos relatam
que os exercicios resistidos, realizados com objetivo de desenvolver forca muscular,

também apresentam beneficios na melhora do sono.

Possivelmente, a pratica de exercicios fisicos reverte os efeitos deletérios
associados com a PS. Isso pode relacionar-se com a producdo de fatores neurotréficos
derivado do cérebro (BDNF), especialmente na area CAL do hipocampo (SAADATI et
al., 2014). Estudos cognitivos e comportamentais apontam também para uma melhora
da memoria espacial, aprendizagem e do humor (HAVEKES; VECSEY; ABEL, 2012;
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ZAGAAR, M. et al., 2012; ZIELINSKI et al., 2013), além de proporcionar um avango
ou retardo na hora do sono, a depender do horério, do dia e da intensidade em que é
realizado (ANTUNES et al., 2008).

A presente tese de doutorado tem por objetivo avaliar os efeitos do exercicio fisico
aerdbio sobre as alteragdes comportamentais e neuroquimicas no corpo estriado em dois

modelos experimentais de PS.
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2. Objetivos
2.1.0bjetivos Gerais

Avaliar os efeitos da prética de exercicios fisicos aerobios sobre as alteracfes
comportamentais e monoaminérgicas no corpo estriado em dois modelos experimentais
de privacdo de sono: 72h de privacdo de sono REM (72PS-REM) e privagéo total de
sono (6hPST).

2.2.0bjetivos especificos
Em camundongos submetidos a exercicio fisico, 6hPST, 72PSREM, exercicio
fisico prévio a 6hPST ou 72PSREM e controles, avaliar:
v A atividade locomotora
v' O comportamento de ansiedade
v" O comportamento depressivo
v" Memoria de trabalho

v' Os niveis de monoaminas e seus metabdlitos (NA, DA, 5-HT, 5-HIAA,
DOPAC) no corpo estriado
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3. Materiais e métodos

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com a orientagdo do
National Institutes of Health (USA) referente a experimentacdo animal e o protocolo foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.1.Animais

Foram utilizados 120 camundongos adultos, com idade média de 100 dias, do
tipo Swiss, machos, com peso entre 25 e 32g, provenientes do biotério central do
Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos no Laboratorio do
Sono e Ritmos Bioldgicos na Faculdade de Medicina - UFC.

Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas de polipropileno (43x23x16 cm)
apropriadas, contendo 10 animais por caixa, forradas com raspas de madeira,
submetidos ao ciclo de claro/escuro de 12h/12h e alimentados com racéo padrdo e agua

a vontade.

Os procedimentos realizados com 0s animais seguiram todos 0s principios
éticos da experimentacdo animal, estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). Os protocolos experimentais foram conduzidos em conformidade
com as diretrizes estabelecidas pelos Principios éticos e praticos para 0 Uso de Animais
de Laboratorio (ANDERSON et al., 2004) O estudo foi aprovado no Comité de Etica
em Pesquisa Animal da UFC( CEPA-67-09).

3.2.Grupos experimentais estudados

Os animais foram distribuidos em seis grupos (N=7/10) cada, e foram
submetidos aos modelos de PS, ao exercicio fisico ou a combinacdo de ambos (PS REM

ou PST+exercicio), conforme descrito logo abaixo e exemplificado na figura 8.
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a) Grupo Controle: camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a
idade adulta (150 dias) com racdo comercial sem nenhuma intervencao;

b) Grupo exercitado: camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a
idade adulta (150 dias) com racdo comercial e submetidos a exercicios fisicos (corrida
em esteira rolante) dos 90 aos 150 dias de vida;

c) Grupo com privacdo de sono REM por 72 horas (72hPS-REM):
camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade adulta (150 dias) com
racdo comercial submetidos ao protocolo de 72 hPS-REM (3 dias);

d) Grupo exercitado com privacdo de sono REM por 72 horas
(exercicio+72hPS-REM): camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade
adulta (150 dias) com racdo comercial e submetidos a exercicios fisicos aerébios por 8
semanas (corrida em esteira rolante) dos 90 aos 150 dias submetidos a privacéo de sono
REM por 72 horas (3 dias);

e) Grupo com privacéo total de sono por 6 horas (6hPST): camundongos
alimentados do desmame (21 dias) até a idade adulta (150 dias) com ragdo comercial e

com PST por 6 horas;

f) Grupo exercitado com privacdo total de sono por 6 horas
(exercicio+6hPST): camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade adulta
(150 dias) com racdo comercial e submetidos a exercicios fisicos aerobios (corrida em
esteira rolante) dos 90 aos 150 dias submetidos ao protocolo de PST por 6 horas (gentle

handling).

3.3.Desenho do estudo

Como critério de confiabilidade, quanto a idade ideal para inicio do
experimento, 0s animais tiveram sua procria¢do programada, sendo retirados do biotério
e levados ao laboratorio no periodo de desmame aos 21 dias de idade. Os animais foram
ambientados as caixas e ao contato humano até o 90° dia de vida, nos periodos diurnos e
noturnos. Apds trés meses completos de vida, os camundongos foram submetidos a

exercicio fisico por um periodo de 8 semanas semanas.
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Com o objetivo de evitar efeitos conflitantes, os animais que nédo realizaram o
protocolo de exercicios fisicos (grupo controle e grupo privado de sono, isoladamente)
froam submetidos aos testes comportamentais e as analises bioquimicas somente 8
semanas apds a data de trés meses de idade (Figura 4). Tal medida foi considerada em
virtude do protocolo de exercicios fisicos utilizado nesse estudo. Todos os testes
(comportamentais e bioquimicos) foram realizados apds o periodo previamente
estabelecido para todos os grupos. Todos os protocolos foram realizados entre as 11AM
e 13PM (ZT5e ZT 7).
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Figura 8. Fluxograma referente aos grupos estudados e testes aplicados

Testes comportamentais Neuroquimica estriatal
"LCE A

Grupo controle -Campo aberto 5-HT e 5-HIAA

-Suspenséo de cauda
-DA e DOPA
-teste Y-maze

Testes comportamentais
-LCE
Grupo exercitado -Campo aberto
-Suspensdo de cauda
-teste Y-maze

Neuroquimica estriatal
-NA
-5-HT e 5-HIAA
-DA e DOPA

. . Testes comportamentais Neuroquimica estriatal
Previo exercicio NA

f'%%%;ggggg/lde B suspensio decauda [ -5-HT e 5-HIAA

-teste Y-maze -DA e DOPA

Testes comportamentais . .
Neuroquimica estriatal

Prévio exercicio -LCE A
fisico sequido de -Campo aberto LT e HIAA

6hPST - q
Suspensdo de cauda -DA e DOPA
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3.4. Protocolos de privacéao de sono

Foram realizados dois diferentes protocolos de PS; um grupo de animais
privados de sono REM por 72 horas e outro grupo com privacao total por 6 horas.

3.4.1. Privagéo de sono REM (72h)

O método de 72hPS-REM utilizado neste estudo foi uma adaptacéo do teste de
plataformas maltiplas originalmente desenvolvido para ratos (NUNES; TUFIK, 1994).
Um grupo de cinco camundongos foram colocados em tanques (41x34x16,5cm),
circundados de agua contendo 14 plataformas (3cm de didmetro cada) com agua até 1
cm abaixo da superficie por um periodo de 72 horas. Neste modelo, os animais séo
capazes de se mover no tanque pulando de uma plataforma para outra, evitando o

isolamento social. Comida e agua ad libitum durante todo o periodo da privagéo.

3.4.2. Privagédo de sono total (6h)

O protocolo de PST foi realizado através do método gentle handling como
descrito por Fenzl et al. (2007) (FENZL et al., 2007) e Franken et al. (1993)
(FRANKEN; TOBLER; BORBELY, 1993). O metodo consiste em manter os animais
em estado de vigilia tocando suavemente na gaiola e, se necessario, tocando 0s animais
em casos de sinais comportamentais de sono, como, por exemplo, imobilidade e se os

animais comecarem a fechar os olhos.

Os animais foram submetidos a 6 horas de PST nas suas gaiolas de origem.

Comida e agua foram fornecidas ad libitium durante todo o periodo de privacéo.

3.5. Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados ap6s os protocolos de PS e do
treinamento fisico e o grupo controle no 150° dia de vida do camundongo. Os animais
foram decapitados imediatamente ap0s os testes comportamentais e o tecido cerebral
congelado (freezer a -80° Celsius) para analises posteriores. Os animais ndo privados de

sono foram mantidos nas suas caixas na mesma sala.
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Os testes comportamentais realizados foram o teste de campo aberto (Open
Field) para avaliacdo da atividade locomotora, o teste do labirinto em Y (Y-maze) para
avaliacdo da memoria de trabalho, labirinto em cruz elevado (Elevated Plus-Maze) para
avaliacdo da ansiedade e teste de suspenséo (tail suspension) pela cauda para depressao.
Os experimentos foram conduzidos durante o dia entre as 11:00 AM-13:00 PM.

3.5.1. Avaliagdo da atividade locomotora - Teste do Campo Aberto (Open
Field)

O teste do campo aberto foi inicialmente proposto por Hall (1934), que buscava
avaliar o estado emocional de ratos (WALSH; CUMMINS, 1976).

O teste de campo aberto consiste de uma arena quadrada (30x30x15cm) de
acrilico transparente com o piso dividido em nove quadrantes iguais (Figura 9). No teste
o animal foi colocado na arena e deixado para explorar o ambiente por 5 minutos,
durante este periodo deve ser registrado o nimero de quadrantes atravessados pelo
animal (nimero de cruzamentos). Também foi avaliado o niUmero de vezes que o animal
se levantou para explorar o ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas
traseiras, caracterizando o comportamento exploratério do tipo rearing e de o
comportamento de ansiedade do tipo grooming. A arena foi limpa com alcool a 70%
apos cada animal deve ser retirado, para evitar interferéncia do cheiro de urina e fezes
no teste. O teste objetiva aferir a capacidade locomotora dos animais, estados de

ansiedade e capacidade exploratoria vertical.

Figura 9. Campo aberto utilizado em estudos para camundongos
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3.5.2. Avaliacdo da memoria de trabalho - Teste do labirinto em Y (Y-maze)

A memoria operacional, também conhecida como, memdria de trabalho foi
avaliada através do teste do labirinto em Y. Nesse teste o animal é colocado em um
labirinto em forma de Y com os trés bragos iguais em que 0s animais apresentam forte
tendéncia de alternar a entrada nos diferentes ambientes (BARBOSA et al., 2010;
SARTER; BODEWITZ; STEPHENS, 1988).

O labirinto em Y é composto por 3 bracos de madeira com 16 cm de altura, 5 cm

de largura e 40 cm de comprimento (Figura 10).

Para a avaliacdo da memoria os bracos foram numerados (1,2 e 3). O animal foi
colocado no aparelho e durante 8 minutos o nimero de cada braco que o animal entrou
foi anotado. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou em 3 diferentes bracos

sem repeticao.

Figura 10. Aparelho de Labirinto em Y utilizados em camundongos

O sucesso do teste pode ser indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos
sugerindo que os animais podem recordar em qual braco entraram por Ultimo e dessa
forma manter uma alternancia coerente. Entre cada sessdo, o labirinto foi higienizado

com uma solucéo de alcool a 70% e secado com toalhas de papel.
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3.5.3. Modelo experimental de ansiedade - Labirinto em Cruz Elevado
(Elevated Plus-Maze)

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) € baseado no modelo proposto, em ratos,
por Pellow e colcaboradores (PELLOW et al., 1985) e validado por Lister (LISTER,
1987) para camundongos, e consiste de dois bragos abertos opostos (30x5x25cm) e dois
fechados (30x5x25cm), também opostos, em forma de cruz grega (Figura 11).

Os bracos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central
(5x5cm). Cada braco mede 30 cm de comprimento por 6 cm de largura, posicionados a
uma altura de 31 cm do solo. O camundongo foi colocado na regido central, de frente
para um dos bracos fechados, permitindo-se livre exploracdo do aparelho por um
periodo de 5 minutos. Durante este tempo, registrou-se os tempos despendidos nas
exploragbes dos bragos abertos e fechados, bem como o numero de entradas com as
quatro patas em cada um dos bracos. O LCE foi limpo com alcool etilico (70%) apos
cada sessdo para remocédo de pistas olfatdrias. Os resultados sdo apresentados como a
percentagem média de entradas em relacdo ao tempo total do experimento (300

segundos).

Como indicativos da avaliacdo do comportamento foram registrados os seguintes

parametros:

» Numero de entradas nos bracos abertos: corresponde ao ato de o animal entrar nos

bracos abertos com as quatro patas;

« Tempo de permanéncia nos bracos abertos: corresponde ao tempo de permanéncia

neste braco, em segundos;

Estudos prévios apontam que os roedores privados de sono evitam 0s bragos
abertos do labirinto, restringindo a maioria de suas atividades aos bragos fechados. Um
aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bracos abertos (entradas e tempo)
revela um efeito ansiolitico (PELLOW et al., 1985; PELLOW; FILE, 1986), e o
inverso é verdade para compostos ansiogénicos (RODGERS; DALVI, 1997;
RODGERS et al., 1996).
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Figura 11. Labirinto em cruz elevada para camundongos

3.5.4. Modelo experimental de depressdo - Teste de suspensdo pela cauda
(tail suspension)

O teste foi conduzido de acordo com a metodologia proposta por Steru et al.
(STERU et al., 1985). O teste de suspensdo de cauda é uma ferramenta comumente
utilizada na pratica de laboratorio para identificar novos compostos com atividade
antidepressiva (EL YACOUBI et al., 2001) (Figura 12).

Os camundongos foram suspensos, aproximadamente, 60 cm do piso por uma
fita adesiva colocada a 1 cm da ponta da cauda. O tempo de imobilidade (segundos) foi
considerado a quantidade total de tempo que cada animal permaneceu imovel durante a
sessdo de 5 min. O teste é baseado no fato de que os animais sujeitos a um curto periodo
de estresse inescapavel, como a suspenséo pela cauda, ficardo imdveis, uma vez que nao

podem sair da situacao estressante.
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Figura 12. Comportamento animal no teste de suspensdo de cauda

(a) (b) (c)

3.5.5. Protocolo de exercicio fisico em esteira rolante

Teste previo na selecdo dos animais corredores (teste da maxima fase estavel de

lactato)

O protocolo de exercicio fisico baseia-se através do teste da maxima fase estavel
de lactato (MFEL). O teste da MFEL é considerado como o melhor marcador de
capacidade aerobica e aceito como procedimento de padrdo ouro para o treinamento
aerobio. A MFEL ¢ definida como a mais alta intensidade na qual o metabolismo
aerobio ainda prepondera sobre o anaerébio (BENEKE; HUTLER; LEITHAUSER,
2000). A determinacdo da MFEL foi previamente determinada por Ferreira et al. em que
0s animais submetidos a testes com intensidades de carga de trabalho crescente
demostram capacidade na execucdo do protocolo de exercicios fisicos em esteira rolante
(FERREIRA et al., 2007).

Protocolo de exercicio baseado no estudo de Ferreira et al. (2007)

O protocolo do treinamento de exercicio fisico em esteira rolante (treadmill
exercise) serd iniciado com uma semana de familiarizacdo (5 minutos/dia) para eliminar
efeitos adversos. Os animais irdo correr em uma esteira motorizada com 8 faixas
separadas (Modelo Insight®- Equipamentos de pesquisa e educagdo-, Brasil) (Figura
14).

Este protocolo consiste na realizacdo de exercicios 5 dias por semana com
aumento progressivo de 10 até 60 minutos por 8 semanas. O treinamento sera

conduzido sempre no mesmo horéario (entre 11 AM e 13 PM). Os animais do grupo
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controle serdo deixados na esteira rolante desligada durante a mesma duracdo que o

grupo de exercicio.

Figura 13. Esteira rolante para camundongos

Objetivando minimizar o estresse associado ao exercicio nenhum estimulante
elétrico ou vocal sera usado, somente um toque suave da cauda do animal sera usado

para induzir os camundongos a correr.

O protocolo mostrado no quadro 1 retrata os procedimentos iniciais para
diminuir o estresse dos animais na esteira rolante. Durante a 1% semana 0S animais
realizardo o processo familiarizacdo a esteira, a velocidade de 06 m/s por 5 a 10
minutos diariamente. Na 22 semana, realiza-se o periodo de adaptacdo dos animais a
esteira rolante, percorrendo velocidades de 06 m/s a 09 m/s durante 10 minutos diarios

(Table 2).
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Familiarizagéo Velocidade Tempo
12 dia 06 m/s 5 min

22 dia 06 m/s 5 min

32 dia 06 m/s 5 min

42 dia 06 m/s 10 min
52 dia 06 m/s 10 min
Adaptacéo Velocidade Tempo
12 dia 06 m/s 10 min
22 dia 06 m/s 10 min
32 dia 07m/s 10 min
42 dia 08 m/s 10 min
52 dia 09 m/s 10 min

Tabela 2. Protocolo de familiarizacdo e adaptacgéo a esteira rolante.

Durante o periodo de aplicacédo do exercicio fisico, 0s animais serdo submetidos

inicialmente a uma velocidade de 07 m/s, a qual deve ser aumentada progressivamente

até atingir a velocidade final de 13 m/s durante todo o programa de treinamento por 6

semana. Encontra-se na tabela seguinte os periodos de aquecimento por 5 min e, em

seguida, a velocidade progressiva de até 13 m/s por um tempo total de até 60 minutos
(Tabela 3).

TESTE EXAUSTIVO

Recuperacao

ApOs o teste exaustivo os animais descasarao por dois dias antes de iniciar o

protocolo de exercicio

Semanase | Tempo Aquecimento Endurance | Endurance Recuperacéo
Dias Total 50% max. | 70% max.
min min
1 2 2 1 1 2 1
min min | m/s | min | m/s
Semana 1 m/s m/s
Dia 1 30 6 7 8 15 9 05 10 8 7 6 5
Dia 2 30 6 7 8 10 9 10 10 8 7 6 5
Dia 3 35 6 7 8 10 9 15 10 8 7 6 5
Dia 4 35 6 7 8 10 9 15 10 8 7 6 5
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Tabela 3. Protocolo de exercicio fisico em esteira rolante em camundongos
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Figura 14. Progressdo da velocidade e do tempo de treino na esteira rolante (8
semanas)

adaptacdo e familiarizacio (5 m/min a 10 m/min) - 10 minutos

3a e 4a semana (10 m/min a 11m/min) - 20 minutos
5a e 6a semana (11 m/min a 13 m/min) - 40 minutos
7a e 8a semana (13 m/min) - 60 minutos

3.5.6. Analises neuroquimicas

Dissecacéao cerebral

Os animais foram eutanziados por decaptacdo apds os testes comportamentais
com uma guilhotina e, em seguida o corpo estriado foi retirado (Figura 14). Estas areas

foram isoladas da estrutura cerebral e utilizados para preparar homogenatos a 10%.

Figura 15. Dissecacao da area cerebral
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O tecido cerebral foi sonicado em &cido perclorico (HCIO4) por 30 segundos e
centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 21913 xg. Uma aliquota de 20
ul do sobrenadante foi injetada no equipamento de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) (Figura 16) com deteccdo eletroquimica, para a analise quimica. Para
a analise das monoaminas foi utilizada uma coluna CLC-ODS (M) com comprimento
de 25cm, calibre 4,6mm e didmetro da particula de 3um, da Shimadzu-Japdo. A fase
mdvel utilizada foi composta por tampéo &cido citrico 0,163M, pH3,0, contendo &cido
octanosulfénico sodico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par i6nico,
acetonitrila 4 % v/v e tetrahidrofurano 1,7 % viv. NA, DA, DOPAC, 5-HT e 5-HIAA
foram eletronicamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-
6A da Shimadzu, Japdo) pela oxidacdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em
0,85 V relativo a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl. Os padrdes foram preparados
em uma concentracdo final de 4ng de NA, DA, DOPAC, 5-HT e 5-HIAA (Sigma, MO,
EUA). A partir da altura ou area dos picos desses padrdes, as amostras foram calculas
no programa Microsoft Excel e os resultados expressos em ng/g de tecido.

Figura 16. Aparelho de HPLC

Método de utilizacdo do HPLC

Para determinacdo dos niveis de monoaminas, foi utilizado o equipamento de
HPLC (High Perfomance Liquid Chomatography). Na cromatografia liquida classica,
um adsorvente (alumina ou silica) é empacotado em uma coluna e € diluido por um

liquido ideal (fase mdvel). Uma mistura para ser separada é introduzida na coluna, e é
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carregada através da mesma por liquido eluente. Se um composto da mistura (soluto) é
adsorvido fracamente pela superficie da fase solida estacionaria, ele atravessara a coluna
mais rapidamente que outro soluto que seja mais rapidamente adsorvido. Ent&o, a
separacdo dos solutos é possivel se existem diferencas na adsorcdo pelo sélido. Os
detectores eletroquimicos pedem a condutancia de eluente, ou a corrente associada com
a oxidacdo ou reducdo dos solutos. Para ser capaz de detectar, no primeiro caso 0S
solutos devem ser i6nicos, e no segundo caso os solutos devem ter a caracteristica de
serem relativamente faceis de oxidarem ou reduzirem. Detectores eletroquimicos que
medem corrente associada com a reducdo ou oxidagdo de soluto s&o chamados
detectores amperométricos ou colorimétricos. Neste estudo, foi utilizado o tipo
amperomeétrico que reage com uma quantidade muito menor de soluto, em torno de 1 %.
Todas as técnicas eletroquimicas envolvem a aplicacdo de um potencial para um
eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da substancia que esta sendo estudada
proximo a superficie do eletrodo, seguindo a amplificacdo e medida da corrente
produzida. As catecolaminas sdo oxidadas nos grupos de anel hidroxil para conduzir em
derivado ortoquinona com a liberacéo de dois elétrons. Uma coluna CLC-ODS(M) com
comprimento de 15cm, calibre 4,6mm e didmetro de particula de 3um. da Shimadzu-
Japdo, foi utilizada. A fase movel foi utilizada em gradiente utilizando duas fases: A-
NaH2PO4 (50mM) e metanol (20%v/v), em pH 5,5; B- metanol puro (100%). Acido _-
aminobutirico (GABA), Glutamato (GLU), Glicina (GLI) e Taurina (TAU) foram
detectados usando um detector de fluorescéncia (Modelo RF-535 da Shimadzu, Japéo)
com comprimento de ondas de EX-Wavelenght (370nm) e EM-Wavelenght (450nm). Os
cromatogramas foram registrados e quantificados por um computador usando um
software da Shimadzu. A quantidade dos aminoacidos foi calculada por comparacdo da
altura dos picos obtidos com a média dos padrdes e 0s resultados foram expressos em

pg/g de tecido.

3.5.7. Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como média (xerro padréo). Todos os dados foram
testados através da distribuicdo de normalidade. A analise de variancia (ANOVA)

seguida do teste pos-hoc de Tukey foi realizado para comparar os resultados entre 0s
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VArios grupos e comparé-los par a par. A andlise estatistica foi realizada usando o
programa SPSS para Windows, versdo 21.0. A significancia estatistica foi estabelecida

em p <0,05. Os dados seréo apresentados na forma de tabelas e figuras.
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4, Resultados

4.1.Influéncia do exercicio fisico em camundongos privados de sono total por 6h

4.1.1. Os efeitos do exercicio fisico em esteira rolante na atividade locomotora através
do teste de campo aberto

A figura 17 mostra a atividade em campo aberto dos animais conforme o grupo
estudado. Os animais submetidos as 6hPST apresentaram um aumento no ndmero de
elevacOes verticais (rearing) comparadas aos camundongos do grupo controle (p=
0.008) (Figura 17-B). O numero de transicOes entre os quadrantes, 0 tempo e 0 nimero
de autolimpeza (grooming) ndo apresentaram diferencas entre os grupos. A tabela 4

exibe os nimeros relativos ao teste de campo aberto.
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Figura 17. Efeitos do exercicio fisico, da privagdo total de sono por 6 horas (6hPST)
e da combinacéo exercicio com 6hPST no teste do campo aberto
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b p= 0,008 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
Abreviac6es: 6hPST — 6 horas de privacdo de sono total.

Os animais foram submetidos a um protocolo de exercicios fisicos (esteira rolante)
durante 8 semanas; no ultimo dia da oitava semana de treinamento os animais foram
privados de sono total por 6 horas (6hPST). Os valores estdo apresentados atraves de
média (xerro padrao).
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Tabela 4. Dados descritivos dos efeitos do exercicio fisico, da privacdo total de sono por 6
horas (6hPST) e da combinacgdo exercicio com 6hPST no teste de campo aberto

Grupos experimentais Campo aberto
Cruzamentos Rearing Grooming Tempo de
grooming(s)
Controle 53,4(¥20,2)  15,7(x2,1) 50(x1,5)  17,1(x1,4)
6hPST 49,1(%9,4) °23,3(x51)*  6,5(x3,5) 37,3(x15,5)
Exercicio fisico 41,6(x14,7)  19,3(5,9) 4,1(x2,1) 29,1(%6,8)
Exercicio fisico +6hPST  52,2(+6,9) 28,3(8,9) 5,8(x1,4) 25,5(x£13,0)

® p= 0,008 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
*p < 0,05 grupo controle vs. 6hPST

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).
Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono

total (gentle handling). Os valores estdo apresentados atraves da média (+erro padrao)
das variaveis analisados no teste do campo aberto.
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4.1.2. Efeitos do exercicio fisico realizado em esteira rolante no comportamento
ansiolitico testado através do labirinto em cruz elevado

A figura 18-A apresentam os efeitos do exercicio fisico em esteira rolante em
animais com PST por 6h. Os animais submetidos ao exercicio fisico isoladamente
apresentaram uma reducdo no numero de entradas no brago aberto quando comparados
ao grupo controle (p=0,03), demostrando um efeito ansiogénico. O tempo no braco

aberto ndo foi diferente entre 0s grupos. A tabela 5 mostra os nimeros relativos ao teste de

Labirinto em Cruz Elevado.
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Figura 18. Efeitos do exercicio fisico, da privacdo total de sono por 6 horas (6hPST)
e da combinacéo exercicio com 6hPST no teste do labirinto em cruz elevado
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p= 0,03 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

Abreviaces: 6hPST — 6 horas de privacao de sono total.

Os animais foram submetidos a um protocolo de exercicios fisicos (esteira rolante) durante 8
semanas; no Ultimo dia da oitava semana de treinamento os animais foram privados de sono
total por 6 horas (6hPST). Os valores estdo apresentados através de média (xerro padrao).
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Tabela 5. Dados descritivos dos efeitos do exercicio fisico, da privacéo total de sono por
6 horas (6hPST) e da combinagdo exercicio com 6hPST no teste do labirinto em cruz
elevado

Grupos experimentais Braco aberto
NuUmero de entradas Tempo (s)
Controle 11,8(x1,4) 144,0(£8,8)
6hPST 13,6(%1,5) 143,1(9,5)
Exercicio fisico 29,5(+0,5)" 145,3(10,9)
Exercicio fisico+6hPST 10,5(%1,2) 157,4(£9,5)

= 0,03 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
*p < 0,05 grupo controle vs. exercicio fisico.

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privagdo de sono
total (gentle handling). Os valores estdo apresentados atraves da média (+erro padrao)
do nimero de entradas e do tempo gasto no brago aberto do labirinto em cruz elevado.
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4.1.3. Os efeitos do exercicio fisico em esteira rolante no comportamento depressivo
através de teste de suspensdo de cauda em animais com 6 horas de privacao total de
sono

Comparado ao grupo controle, os animais privados de sono (6hPST) e o
exercicio fisico, isoladamente, apresentaram um aumento no tempo de imobilizacdo
(p=0,01 e p=0,006, respectivamente) (Figura 19). Os camundongos previamente
exercitados demonstraram uma reducdo no tempo de imobilizacdo ap6s 6hPST (p=0,04)
(Figura 20).
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Figura 19. Efeitos do exercicio fisico, da privagdo total de sono por 6 horas (6hPST) e
do exercicio através do teste de suspensdo de cauda

Imobilizagéo

80 - . b .
’(; 1 1
o _I_
T 60 -
e
=}
(@] I
()
L a0 L
o
o
1S
S 20
'_
0 T
N o
N
Q% N

%p=0,006; °p=0,01 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

Abreviag6es: 6hPST- Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (Gentle handling). Os valores estdo apresentados através da média (xerro padrao)
do tempo de imobilizacdo dos camundongos.

& p < 0,05 grupo controle vs exercicio fisico.
®p < 0,05 grupo controle vs 6hPST.
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Figura 20. Efeitos da privacao total de sono (6h) e a combinagdo exercicios fisicos e
privacdo de sono através do teste de suspensao de cauda
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“p=0,04 (Teste T de Student).

Abreviagdes: 6hPST- Privagédo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (Gentle handling). Os valores estdo apresentados através da média (xerro padrao)
do tempo de imobilizacdo dos camundongos.

%hPST vs. exercicio+ 6hPST.
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Tabela 6. Dados descritivos dos controles, dos efeitos do exercicio fisico, da privagdo
total de sono por 6 horas (6hPST) e da combinacdo do exercicio com 6hPST através do
teste de suspensdo de cauda

Grupos experimentais Tempo de imobilizagéo (s)
Controle 17,5(x2,3)

6hPST 61,7(£5,4)
Exercicio fisico #43,3(x7,0)
Exercicio fisico +6hPST °30,2(£5,1)"

2p=0,04;°p=0,006 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

*p < 0,05 grupo controle vs. exercicio fisico.
¥'p < 0,05 6hPST vs. exercicio+6hPST.

Abreviagdes:.6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os valores estdo apresentados através da média (xerro padrao)
do tempo de imobilizacdo dos camundongos.
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4.1.4. Efeitos de 6hPST e dos exercicios fisicos em esteira rolante nos niveis das
monoaminas e seus metabdlitos

Monoaminas cerebrais
Niveis de Norepinefrina

Os animais submetidos a 6hPST apresentaram niveis elevados de NA (ANOVA,
F=3.460; p=0,04) (Figure 21). O exercicio previamente realizado a PS reduziu os
niveis de NA (ANOV Ao way, F= 6.092; p=0,006) (Figure 22) . Os dados dos niveis
de NA do corpo estriatal dos camundongos estéo descritos na tabela 5.
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Figura 21. Niveis de norepinefrina no corpo estriado de camundongos controle,
submetidos a privacao total de sono (6h) e a exercicios fisicos
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%0=0,04 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (Gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados atraves da média (xerro padrao) dos niveis de NA.
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Figura 22. Niveis de norepinefrina no corpo estriado de camundongos submetidos a
privacdo total de sono (6h) e a combinacdo exercicio fisico e privacao de sono

Norepinefrina

0.15 =
o b
] L |
= I 1
(&)
© 010 1 —T
o
©
(@]
> 0.05 - —T—
g .
IS
0.00 . R ;
2 <
Q? Q2

®1=0,006 (Teste T de Student).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (Gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados atraves da média (xerro padrao) dos niveis de NA.
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Tabela 7. Dados descritivos dos niveis de norepinefrina no corpo estriado de
camundongos controle, submetidos a privacéo total de sono (6h), a exercicios fisicos e a
combinacgéo exercicio fisico e privacao de sono

Grupos experimentais Norepinefrina (mgc)
Controle 0,040,001

6hPST %0,09+0,01*
Exercicio fisico 0,08+0,008
Exercicio fisico +6hPST °0,04+0,01"

p=0,04; " p=0,006 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

*p < 0,05 grupo controle vs. 6hPST.
¥'p < 0,05 grupo 6hPST vs. exercicio fisico+6hPST.

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados atraves da média (xerro padrao) dos niveis de NA.
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Niveis de 5-HIAA e de 5-HT

Os animais privados de sono apresentaram elevados niveis de 5-HIAA
(ANOVA, F= 4.673; p=0,04) (Figura 23) e do turnover de 5-HT (5-HIAA/5-HT)
(ANOVA F=4.121; p=0,04) (Figura 25) quando comparados aos controles. Quanto aos
niveis de 5-HT, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos: controle, exercicio fisico e 6hPST (Figura 24).

O prévio exercicio fisico ndo alterou os niveis de 5-HIAA (Figura 26). Apesar
de ser observada uma diferenca entre os niveis do turnover de 5-HT (5-HIAA/5-HT),
ndo foi relatada uma diferenca estatisticamente significante nos animais exercitados
apo6s as 6hPS (Figura 26). Os animais submetidos ao exercicio fisico isoladamente
apresentaram um aumento nos niveis de 5-HIAA (ANOVA F= 4.675, p=0,02) (Figura
23) e do turnover 5-HIAA/5-HT (ANOVA F=9.854; p=0,003) (Figura 25).

O prévio exercicio fisico demonstrou uma reducdo nos niveis de 5-HT
comparados ao grupo privado de sono (ANOVAuwo way, F= 3.061; p=0,01) (Figura 27).

Os dados descritivos podem ser relacionados na tabela 8.
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Figura 23. Niveis de 5-HIAA no corpo estriado de camundongos controle, submetidos
a privagdo total de sono (6h) e a exercicios fisicos
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®p=0,04; %=0,02 (Teste ANOVA, seguida do teste post-hoc de Tukey).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (Gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados atraves da média (xerro padréo) dos niveis de 5-HIAA.
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Figura 24. Niveis de 5-HT no corpo estriado de camundongos controle, submetidos a
privacdo total de sono (6h) e a exercicios fisicos
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Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (Gentle handling). Os niveis estdo expressaos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados atraves da média (xerro padréo) dos niveis de 5-HT.
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Figura 25. Turnover de 5-HT (5-HIAA/5-HT) no corpo estriado de camundongos
controle, submetidos a privacao total de sono (6h) e a exercicios fisicos
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‘p=0,04; °p=0,003 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados através da média (xerro padrdo) dos niveis do turnover de 5-
HIAA/5-HT.
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Figura 26. Niveis de 5-HIAA no corpo estriado de camundongos submetidos a privagdo
total de sono (6h) e a combinagéo exercicio fisico e privacdo de sono
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Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados atraves da média (xerro padréo) dos niveis de 5-HIAA.
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Figura 27. Niveis de 5-HT no corpo estriado de camundongos submetidos & privacéo
total de sono (6h) e a combinacdo exercicio fisico e privagdo de sono
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0=0,01 (Teste T de Student).
Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).
Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (Gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados atraves da média (xerro padréo) dos niveis de 5-HT.



89

Figura 28. Turnover de 5-HT (5-HIAA/5-HT) no corpo estriado de camundongos
submetidos a privacdo total de sono (6h) e a combinagdo exercicio fisico e privacao de
sono
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Abreviacoes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados através da média (xerro padrdo) dos niveis do turnover de 5-
HIAA/5-HT.
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Tabela 8. Dados descritivos dos niveis de 5-HT, 5-HIAA e do turnover de 5-HT (5-
HIAA/5-HT) no corpo estriado de camundongos controle, submetidos a privacao total
de sono (6h), a exercicios fisicos e a combinagéo exercicio fisico e privacéo de sono

Grupos experimentais 5-HT (mgc) 5-HIAA (mgc)
(5-HIAA/5-HT)
Controle 0,06+0,009 0,01+0,006
(0,50+0,24)
6hPST 0,04+0,009 ®0,19+0,10"
°(9,845,3)"
Exercicio fisico 0,08+0,008 %0,15+0,04"
°(1,74+0,001)"
Exercicio fisico+6hPST 20,02+0,005 Y 0,25+0,14
(3,13+1,3)

?p=0,01; "p=0,04; “p=0,04; “p=0,02; °p=0,003.
*p < 0,05 grupo controle (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
¥'p < 0,05 grupo 6hPST vs exercicio fisico+6hPST (Teste T de Student).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados através da média (xerro padrdo) dos niveis de 5-HT, 5-HIAA e do
turnover de 5HT (5-HIAA/5-HT).
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Niveis de DOPAC e de dopamina

Os niveis de DA estriatal ndo apresentaram diferencas entre os grupos (Figura
29). Os animais submetidos & PS apresentaram um aumento no nivel de DOPAC
(ANOVA, F=5.914; p=0,02) comparados ao grupo controle (Figura 30). A relacéo
DOPAC/DA ndo foi alterada apds 6hPST (Figura 31). O exercicio fisico isoladamente
reduziu os niveis de DOPAC (ANOVA, F=7.814; p=0,007) (Figura 33) e do turnover
de DA (DOPAC/DA) (ANOVA, F=5.602; p=0,01) quando comparados ao grupo
controle (Figura 31).

Os niveis de DA estriatal ndo apresentaram diferengas no grupo exercitado ap6s
6hPST (Figura 32). O exercicio prévio reduziu os niveis de DOPAC (Teste T, p=0,04)
(Figura 33) e DOPAC/DA no grupo 6hPST (Teste T, p=0,04) (Figura 34) (tabela 9).
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Figura 29. Niveis de dopamina no corpo estriado de camundongos controle, submetidos
a privacdo total de sono (6h) e a exercicios fisicos
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Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privagdo de sono
total (Gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
estdo apresentados através da média (xerro padrao) dos niveis de dopamina.
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Figura 30. Niveis de DOPAC no corpo estriado de camundongos controle, submetidos
a privagdo total de sono (6h) e a exercicios fisicos
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0=0,02; “p=0,007 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (Gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
estdo apresentados através da média (xerro padrao) dos niveis de DOPAC.
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Figura 31. Turnover de dopamina (DOPAC/Dopamina)no corpo estriado de
camundongos controle, submetidos a privacdo total de sono (6h) e a exercicios fisicos
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9=0,01 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
Abreviacdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os valores estdo apresentados através da média (xerro padrao)
do turnover de DA (DOPAC/Dopamina).
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Figura 32. Niveis de dopamina no corpo estriado de camundongos submetidos a
privacdo total de sono (6h) e a combinagdo exercicio fisico e privacdo de sono
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Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores estdo
apresentados atraves da media (xerro padrdo) dos niveis de DA.
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Figura 33. Niveis de DOPAC no corpo estriado de camundongos submetidos a
privacdo total de sono (6h) e a combinacédo exercicio fisico e privacao de sono
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*p=0,04 (Teste T de Student).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no dltimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados atraves da meédia (xerro padréo) dos niveis de DOPAC.
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Figura 34. Turnover de dopamina (DOPAC/Dopamina) no corpo estriado de
camundongos submetidos a privacdo total de sono (6h) e a combinacdo exercicio
fisico e privacdo de sono
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°p=0,04 (Teste T de Student).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores estdo
apresentados através da média (xerro padrdo) dos niveis do turnover de DA
(DOPAC/DA).
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Tabela 9. Dados descritivos dos niveis de dopamina, DOPAC e do turnover de DA
(DOPAC/Dopamina) no corpo estriado de camundongos controle, submetidos a
privacdo total de sono (6h), a exercicios fisicos e a combinacdo exercicio fisico e
privacdo de sono

Grupos experimentais Dopamina DOPAC
(DOPAC/Dopamina)

Controle 0,15+0,09 0,08+0,02
(0,91+0,21)

6hPST 0,30+0,04 %0,17+0,03"
(0,53+0,11)

Exercicio fisico+6hPST 0,22+0,05 €0,06+0,11°"
®(0,43+0,17) ¥

Exercicio fisico 0,25+0,02 °0,04+0,01"

%(0,15+0,03)"

*p=0,01; "p=0,04; “p=0,04; °p=0,02; °p=0,003.

*p < 0,05 grupo controle (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
¥'p < 0,05 grupo 6hPST vs exercicio fisico+6hPST (Teste T de Student).

Abreviagdes: 6hPST - Privacdo de sono total (6 horas).

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 6 horas de privacdo de sono
total (gentle handling). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores
foram apresentados através da média (xerro padrao) dos niveis de Dopamina, DOPAC
e do turnover de DA (DOPAC/Dopamina).
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4.2. Segundo momento do estudo - Influéncia do exercicio fisico em camundongos
submetidos a privacéo de sono paradoxal (72hPS-REM)

4.2.1. Efeitos de 72hPS-REM e do exercicio fisico na memoria de trabalho (Y maze
test)

A figura 35 apresenta os efeitos de 72hPS-REM na memdria de trabalho. Os
animais submetidos a PS paradoxal demonstraram uma redu¢do na memoria de trabalho
comparada ao grupo controle (ANOVA, F=11.2; p= 0,001). O exercicio fisico
isoladamente melhorou a capacidade de memdria de trabalho quando comparados ao
grupo controle (ANOVA, F=5.0; p=0,02) (Figura 36). O previo exercicio fisico levou
ao aprimoramento da memoria de trabalho nos animais submetidos a 72hPS-REM
(p=0,004) (Figura 36). A tabela 10 apresenta os dados descritivos dos valores

percentuais das alternancias espontaneas do teste de memoria Y maze.
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Figura 35. Avaliacdo da memoria em animais controle, submetidos a privacao de sono
REM (72hPS-REM) e exercicio (Teste Y-maze)
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2p=0,001; °p=0,02 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Em comparacdo com os controles, os animais com 72hPS-REM demonstraram um pior
desempenho em testes de memoria de trabalho (°p=0,001) e uma melhora quando
comparados ao grupo exercitado (°p=0,02).
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Figura 36. Avaliacdo da memoria em camundongos submetidos a privacdo de sono
REM (72hPS-REM) e a combinacgéo exercicio fisico e privacdo de sono (Teste Y-maze)
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°p =0,004 (Teste T de Student).

Abreviagoes: 72hPS-REM- Privagéo de sono REM por 72 horas.

Animais privados de sono que foram previamente exercitados apresentaram melhor
desempenho no teste de memaria de trabalho em comparacdo com ao grupo privado de
sono paradoxal (°p =0,004 — Teste t de Student).
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Tabela 10. Dados descritivos da avaliacdo da memdria em camundongos controle,
submetidos a privacdo de sono REM (72hPS-REM), a exercicios fisicos e a combinagéao
exercicio fisico e privacdo de sono

Grupos experimentais Y-maze

(% de alternancia espontanea)
Controle 57%
72hPS-REM 849%*
Exercicio fisico+72hPS-REM ‘78%"
Exercicio fisico °75%*

2p=0,001; °p=0,02; °p =0,004.

*p < 0,05 grupo controle (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
¥'p <0,05 grupo 72hPS-REM vs exercicio fisico+72hPS-REM (Teste T de Student).

Abreviagoes: 72hPS-REM- Privagéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 72 horas de privacdo de sono
REM (protocolo das plataformas maltiplas). Os valores do desempenho da memdria
de trabalho foram apresentados através do percentual de acertos.
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4.2.2 Efeitos de 72hPS-REM e do exercicio fisico no teste de suspenséo de cauda (tail
suspension test)

Comparados ao grupo controle, 72hPS-REM e a pratica de exercicio fisico
aumentaram o tempo de imobilizacdo dos camundongos (F=4.1; p=0,03 e F=8,4;
p=0,006, respectivamente; Figura 37). O exercicio fisico quando realizado
previamente, reduz o tempo de imobilizacdo ap6s 72hPS-REM (F=3.2; p=0,04;
Figura 38).
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Figura 37. Avaliagdo do comportamento depressivo em animais controle, submetidos a
privacdo de sono REM (72hPS-REM) e exercicio através do teste de suspensdo de
cauda
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2p=0,03; ®p=0,006 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
Abreviagoes: 72hPS-REM- Privagéo de sono REM por 72 horas.
Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas ou privados de sono. Os

valores estdo apresentados através da média (xerro padréo) do tempo de imobilizacédo
do animal.
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Figura 38. Efeitos da privacdo de sono (72hPS-REM) e a combinacéo exercicios
fisicos e privacéo de sono avaliados no teste de suspensdo de cauda
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‘p=0,04 (Teste T de Student).

Abreviagoes: 72hPS-REM- Privacdo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo de 72hPS-REM. A privacéo de sono
REM consistiu em manter os animais em privacdo de sono por um periodo de 72h
(método das plataformas multiplas). Os valores foram apresentados através da média
(xerro padrdo) do tempo de imobilizacdo do animal.
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Tabela 11. Dados descritivos da avaliagdo do comportamento depressivo em animais
controle, submetidos a privacdo de sono REM (72hPS-REM), exercicio e a combinagao
exercicio com privacdo de sono através do teste de suspenséao de cauda

Grupos experimentais Tempo de imobilizacéo (s)
Controle 17,3+2,3
72hPS-REM #53,445,0*
Exercicio fisico °43,4+7 0*
Exercicio fisico+72hPS-REM €30,245,2¥

2p=0,03;°p=0,006; °p=0,04.

*p < 0,05 grupo controle (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
¥'p < 0,05 grupo 72hPS-REM vs exercicio fisico+72hPS-REM (Teste T de Student).

Abreviagoes: 72hPS-REM- Privagéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 72 horas de privacdo de sono
REM (protocolo das plataformas maltiplas). O tempo de imobilizacdo do animal esta
apresentado em segundos.
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4.2.3 Efeitos de 72hPS-REM e dos exercicios fisicos em esteira rolante nas
concentracfes das monoaminas e seus metabolitos

Monoaminas cerebrais

Niveis de norepinefrina

Quando comparados ao grupo controle, ndo foram observados aumentos
estatisitcamente significantes nos niveis de NA estriatal nos animais submetidos a
72hPS-REM e ao protocolo de exercicio fisico (Figura 39).

Oito semanas de exercicio reduziu os niveis de NA nos camundongos
submetidos a 72hPS-REM (Teste T; p=0,04; Figura 40). Na tabela 12 sdo observados os

valores brutos dessa andlise.
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Figura 39. Niveis de norepinefrina no corpo estriado de animais controle, submetidos a
privacdo de sono REM (72hPS-REM) e exercicio
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Abreviag6es: 72hPS-REM- Privagéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas ou privados de sono. Os
niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores foram apresentados através da
média (xerro padrao) dos niveis de NA no corpo estriado do animal.
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Figura 40. Niveis de norepinefrina no corpo estriado de animais submetidos a privagdo
de sono REM (72hPS-REM) e a combinag&o exercicio com privagéo de sono
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0=0,04 (Teste T de Student).
Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo de 72hPS-REM. A privacdo de sono
REM consistiu em manter os animais em privacdo de sono por um periodo de 72h
(método das plataformas multiplas). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os
valores estdo apresentados através da média (xerro padrao) dos niveis de NA no corpo
estriado do animal.
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Tabela 12. Dados descritivos dos niveis de norepinefrina no corpo estriado de animais
controle, submetidos a privacdo de sono REM (72hPS-REM), exercicio e a combinagéo
exercicio com privacéo de sono

Grupos experimentais Norepinefrina
Controle 0,05+0,01
Exercicio fisico 0,08+0,04
72hPS-REM 0,06+0,02
Exercicio fisico+72hPS-REM %0,09+0,04°

Abreviagoes: 72hPS-REM - Privagédo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos a um protocolo de 72 horas de privacdo de sono
REM (plataformas mdltiplas). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os
valores foram apresentados através da meédia (xerro padrdo) dos niveis de NA do
corpo estriado.

#p=0,04.

¥'p <0,05 grupo 72hPS-REM vs. exercicio fisico+72hPS-REM.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CCQQFjABahUKEwiPgsu8x6fIAhWBjpAKHdi3AsM&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FNorepinephrine&usg=AFQjCNF2w8W95Kzn_wAhz4WjBS2EmekaXA&bvm=bv.104317490,d.Y2I
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Niveis de 5- HT e de 5-HIAA

Comparados ao grupo controle, os camundongos submetidos ao exercicio fisico
isoladamente (ANOVA, F=10.5; p=0,02; Figura 41) e ap0s as 72hPS-REM, induziram a
um aumento nos niveis de 5-HIAA no corpo estriado (ANOVA, F=2.5; p=0,04; Figura
41). Os valores absolutos estdo relatados na tabela 13. Os niveis de serotonina ndo
foram signficativamente diferentes entre os grupos controle, exercicio fisico e privados

de sono (Figura 42).

O prévio exercicio fisico aumentou os niveis de 5-HT estriatal (p=0,03; Figura
45) e de 5-HIAA apds a PS paradoxal (p=0,001; Figura 44).

Os camundos subemtidos somente a PS ou ao protocolo de exercicio fisico em
esteira rolante, apresentaram niveis elevados do turnover de 5-HIAA (5-HIAA/5-HT)
quando comparados ao grupo controle (ANOVA, F=8.0; p=0,02 e F=5.0; p=0,04,
respectivamente; Figura 43). Os dados descritivos estdo expresos na tabela 13.
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Figura 41. Niveis de 5-HIAA no corpo estriado de animais controle, submetidos a
privacdo de sono REM (72hPS-REM) e exercicio
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®p=0,02; °p=0,04 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.
Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas ou privados de sono. Os

niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores foram apresentados através da
média (xerro padrao) dos niveis de 5-HIAA no corpo estriado do animal.



113

Figura 42. Niveis de 5-HT no corpo estriado de animais controle, submetidos a
privacdo de sono REM (72hPS-REM) e exercicio
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Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas ou privados de sono. Os
niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores foram apresentados através da
média (xerro padrao) dos niveis de 5-HT no corpo estriado do animal.
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Figura 43. Turnover de 5-HT (5-HIAA/5-HT) no corpo estriado de animais controle,
submetidos a privacao de sono REM (72hPS-REM) e exercicio
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®p=0,02; 'p=0,04 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo de 72hPS-REM. Os niveis estdo
expressos em mcg/g de tecido. Os valores foram apresentados atraves da média (xerro
padrdo) dos niveis do turnover de 5-HIAA/5-HT no corpo estriado do animal.
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Figura 44. Niveis de 5-HIAA no corpo estriado de animais submetidos a privacdo de
sono REM (72hPS-REM) e a combinacao exercicio com privacdo de sono
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Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo de 72hPS-REM. A privacdo de sono
REM consistiu em manter os animais em privacdo de sono por um periodo de 72h
(método das plataformas multiplas). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os
valores estdo apresentados através da média (xerro padrdo) dos niveis de 5-HIAA no
corpo estriado do animal.
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Figura 45. Niveis de 5-HT no corpo estriado de animais submetidos a privacao de sono
REM (72hPS-REM) e a combinagdo exercicio com privacao de sono
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Abreviagoes: 72hPS-REM- Privacdo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo de 72hPS-REM. A privacdo de sono
REM consistiu em manter os animais em privacdo de sono por um periodo de 72h
(método das plataformas multiplas). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os
valores estdo apresentados através da média (xerro padrdo) dos niveis de 5-HT no
corpo estriado do animal.
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Figura 46. Turnover de 5-HT (5-HIAA/5-HT) no corpo estriado de animais submetidos
a privagdo de sono REM (72hPS-REM) e a combinagdo exercicio com privacado de sono
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99=0,04 (Teste T de Student).
Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo de 72hPS-REM. A privacdo de sono
REM consistiu em manter os animais em privacdo de sono por um periodo de 72h
(método das plataformas multiplas). Os niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os
valores estdo apresentados através da média (xerro padréo) dos niveis do turnover de
5-HIAA/5-HT no corpo estriado do animal.
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Tabela 13. Dados descritivos dos niveis de 5-HIAA, 5-HT e do turnover de 5-HT (5-
HIAA/5-HT) no corpo estriado de animais controle, submetidos a privagcdo de sono
REM (72hPS-REM), exercicio e a combinacao exercicio com privacdo de sono

Grupos experimentais 5-HT 5-HIAA
(5-HIAA/5-HT)
Controle 0,07+0,06 0,01+0,006
(0,5+0,02)
72hPS-REM 0,09+0,05 °0,03+0,10°
(70,940,107
Exercicio fisico 0,08+0,08 °0,15+0,04"
(°0,17+0,0001")
Exercicio fisico+72hPS-REM %0,12+0,07 %0,05+0,03
(°0,03+0,9Y)

?p=0,03;°p=0,02; °p=0,04; °p=0,001; °p=0,02; 'p=0,04; %p=0,04.

*p < 0,05 grupo controle (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas ou privados de sono. Os
niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores estdo apresentados atraves da
média (xerro padrdo) dos niveis de 5-HIAA, 5-HT e do turnover de 5-HT (5-HIAA/5-
HT) no corpo estriado do animal.
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Niveis de Dopamina e de DOPAC

Os niveis estriatais de DA ndo foram diferentes entre os grupos: controle,
exercicio fisico e 72hPS-REM (Figura 47). Quando comparados ao grupo controle, 0s
niveis de DOPAC aumentaram nos camundongos submetidos a 72hPS-REM (ANOVA,
F=3.0; p=0,03; Figura 48).

O exercicio fisico, quando realizado isoladamente, reduziu os niveis de DOPAC
(ANOVA, F=2.3; p=0,04; Figura 48) quando comparados aos animais do grupo
controle. Além disso, a relagdo DOPAC/DA também foi reduzida nos animais
exercitados quando comparados ao grupo controle (ANOVA, F=8.0; p=0,01; Figura
49). A PS por 72h ndo alterou o turnover de DA (ANOVA, DOPAC/DA,; Figura 49). O
prévio exercicio fisico aumentou o turnover de DA nos camundongos submetidos a
72hPS-REM (Teste T; p=0,04; Figure 52). Como observado nas figuras 50 e 51, ndo
foram constatadas diferencas nos niveis de DA e de DOPAC nos animais exercitados
apos 72hPS-REM. Os dados descritivos podem ser observados na tabela 14.
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Figura 47. Niveis de dopamina no corpo estriado de animais controle, submetidos a
privacdo de sono REM (72hPS-REM) e exercicio
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Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo do teste de suspensdo de cauda. Os
niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores estdo apresentados atraves da
média (xerro padrao) os niveis de DA no corpo estriado do animal.
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Figura 48. Niveis de DOPAC no corpo estriado de animais controle, submetidos a
privacdo de sono REM (72hPS-REM) e exercicio
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2 p=0,03;°p= 0,04 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).

Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo do teste de suspensdo de cauda. Os
niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores estdo apresentados atraves da
média (xerro padrao) dos niveis de DOPAC no corpo estriado do animal.
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Figura 49. Turnover de dopamina (DOPAC/DA) no corpo estriado de animais controle,
submetidos a privacao de sono REM (72hPS-REM) e exercicio
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p=0,01 (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
Abreviagoes: 72hPS-REM- Privacdo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo do teste de suspensdo de cauda. Os
niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores estdo apresentados atraves da
média (xerro padrao) do turnover de DA (DOPAC/DA) no corpo estriado do animal.
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Figura 50. Niveis de dopamina no corpo estriado de animais submetidos a privacédo de
sono REM (72hPS-REM) e a combinacao exercicio com privacdo de sono
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Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo de 72hPS-REM. Os niveis estdo
expressos em mcg/g de tecido. Os valores estdo apresentados através da média (xerro
padrdo) dos niveis de dopamina no corpo estriado do animal.
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Figura 51. Niveis do DOPAC no corpo estriado de animais submetidos & privagdo de
sono REM (72hPS-REM) e a combinacdo exercicio com privagao de sono
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Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo de 72hPS-REM. Os niveis estdo
expressos em mcg/g de tecido. Os valores foram apresentados atraves da média (xerro
padrdo) dos niveis de DOPAC no corpo estriado do animal.



125

Figura 52. Turnover de dopamina (DOPAC/DA) no corpo estriado de animais
submetidos a privagdo de sono REM (72hPS-REM) e a combinacdo exercicio com

privacdo de sono
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Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas; no Ultimo dia da oitava
semana de treino foram submetidos ao protocolo do teste de suspensdo de cauda. Os
niveis estdo expressos em mcg/g de tecido. Os valores estdo apresentados atraves da
média (xerro padrdo) do turnover de DA (DOPAC/Dopamina) no corpo estriado do

animal.
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Tabela 14. Dados descritivos dos niveis de dopamina, DOPAC e do turnover de
dopamina (DOPAC/DA) no corpo estriado dos animais controle, submetidos a privacdo
de sono REM (72hPS-REM), exercicio e a combinagdo exercicio e privacdo

Grupos experimentais DA DOPAC
(DOPAC/DA)
Controle 0,15+0,6 0,09+0,05
(0,6+0,03)
72hPS-REM 0,21+0,10 40,19+0,02"
(0,5+0,02)
Exercicio fisico 0,19+0,04 ®0,03+0,01"
°(0,15+0,01)"
Exercicio fisico+72hPS-REM 0,30+0,05 0,21+0,03
(%0,09+0,05%)

2p=0,03;°p= 0,04; °p=0,01.
“p < 0,05 grupo controle (Teste ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey).
¥'p <0,05 grupo 72hPS-REM vs. exercicio fisico+72hPS-REM (Teste T de Student).

Abreviacoes: 72hPS-REM- Privacéo de sono REM por 72 horas.

Os animais foram exercitados por um periodo de 8 semanas e posteriormente
submetidos a um protocolo de 72hPS-REM. Os niveis estdo expressos em mcg/g de
tecido. Os valores estdo apresentados através da media (xerro padrdo) dos niveis de
DA no corpo estriado do animal.
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5. Discussao

O presente trabalho avalia os efeitos comportamentais e as alteragcdes cerebrais
em dois modelos de PS, 6hPST e 72hPSREM, ap0s a realizacdo de exercicio aerébio.
Os resultados encontrados serdo debatidos em fungdo de cada modelo estudado,
ressaltando-se as diferencas e semelhancas entre os dois protocolos experimentais e

comparando-se com a literatura.

Somente no modelo de 6hPST, foram avaliadas a atividade locomotora e o
comportamento de ansiedade. O comportamento depressivo e 0s niveis de monoaminas
e seus metabolitos no corpo estriado dos camundongos foram estudados nos dois
modelos de PS. Somente no modelo 72hPS- REM, adicionalmente, foi estudada a

memoria de trabalho.

A avaliagdo da atividade locomotora nos animais submetidos a 6hPST mostrou
um aumento do rearing. O comportamento de rearing tem sido relacionado a um
aumento da vigilancia e da atividade dopaminérgica e gabaérgica (GILLIES;
MYLECHARANE; JACKSON, 1996). Os resultados atuais sugerem que a PST teria
induzido um aumento da vigilancia nesses animais. Em concordancia parcial, estudo
anterior envolvendo um modelo de 48h de PSREM, mostrou que a PS reduziu a
atividade locomotora e potenciou o comportamento de rearing apos o estimulo com
etanol (ARAUJO et al., 2006).

A avaliacdo do comportamento de ansiedade foi realizada através do teste do
labirinto em cruz elevada. O tempo e 0 nimero de entradas no brago aberto no teste do
labirinto em cruz elevada séo utilizados como um indice de ansiedade (PELLOW et al.,
1985). Quanto maior o nivel de ansiedade, possivelmente menor serd o nimero de

entradas e 0 tempo de permanéncia no braco aberto.

No estudo atual a PS ndo alterou o comportamento de ansiedade. A PS em seres
humanos quase sempre apresenta um efeito ansiogénico, mas o0 mesmo ndo se pode
afirmar com relacdo aos estudos de experimentacdo animal. Resultados controversos
sdo apresentados e estudos mostram tanto um aumento da ansiedade quanto uma
reducdo apds a PS em animais (PIRES; TUFIK; ANDERSEN, 2015). As causas de tais
discrepancias podem ser devidas a diferentes espécies utilizadas, aos diferentes
protocolos de PS e os diferentes instrumentos usados para medir a ansiedade. De

qualquer forma, essa discrepancia entre os estudos animais usados e 0s resultados em
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humanos configura um problema translacional, ou seja, a transferéncia dos resultados de

experimentacdo basica para a préatica clinica fica prejudicada.

Estudos anteriores confirmam o efeito ansiolitico do exercicio (KIM, T. K.;
HAN, 2016; NAKAMURA et al., 2016). Mecanismos diversos como aumento da
neurogénese e acumulo de lipidios bioativos no cortex cerebral foram implicados na
reducdo da ansiedade ap6s o exercicio (SANTOS-SOTO et al., 2013). Um aumento da
neurogénese em animais adultos pode ndo explicar a redugdo do comportamento de
ansiedade nesse modelo (SCHOENFELD et al., 2016).

No estudo atual, avaliando-se o grupo submetido a 6hPST, os animais que
fizeram exercicio apresentaram uma reduc¢do néo significante do nimero de entradas no
braco aberto. Sendo assim, nesse modelo, os animais exercitados apresentaram uma

tendéncia para maiores niveis de ansiedade.

Tem sido demonstrado que, de forma antagbnica aos efeitos ansioliticos, o
exercicio forgado na esteira rolante pode aumentar uma resposta tipo estresse e elevar os
niveis de corticosterona (SVENSSON et al., 2016). Isso seria um resultado desfavoravel
do ponto de vista da saude. O uso do exercicio obtido em roda giratoria (wheel running)
seria uma forma alternativa de realizar a atividade fisica com menor nivel de estresse.
No entanto, 0 modelo da roda giratéria ndo permite padronizar a intensidade, duracéo e

hora do exercicio.

Deve ser considerado que o exercicio aumenta a producdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio. O aumento do fluxo sanguineo durante o exercicio expde as
células endoteliais ao estresse resultando em aumento do 6xido nitrico (ON). Um maior
consumo de oxigénio ou hipoxia durante o exercicio aumentam a producao de radicais
superdxidos negativos (02-). O exercicio de longo-prazo aumenta a biodisponibilidade
do ON e foi demonstrada uma correlacdo direta entre a biodisponibilidade do ON e o
uptake maximo de oxigénio (DJORDJEVIC et al., 2010). Parece que a compensacao
respiratOria é crucial para os efeitos do exercicio aerobio e resistido (JAKOVLIEVIC et
al., 2011). Recentemente, 0 uso de exercicio aer6bio progressivo provou melhorar a
cognicao de pacientes com doenca vascular cerebral (LIU-AMBROSE et al., 2016). Os
mecanismos subjacentes aos efeitos do exercicio ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos, porém, sugere-se que 0 uso de atividade aerObica progressiva, utilizada no

estudo atual, vem a ser uma alternativa saudavel.
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O teste de suspensdo da cauda mostrou que nos dois modelos utilizados, 6hPST
e 72hPS-REM, observou-se um aumento do tempo de imobilizagdo e portanto do
comportamento depressivo. Em concordancia com esses achados, experimentos
anteriores mostram que a PS induzida em camundongos € um modelo de depresséo.
Tem sido sugerido que tal modelo pode ser utilizado para investigar as alteragdes
neurobiol6gicas subjacentes a PS e a depressao (POPA et al., 2006).

Em seres humanos, de forma semelhante aos achados relatados em animais de
experimentagdo, sono ruim e de curta duragdo associou-se ao aumento do risco de
suicidio (MATSUMOTO et al., 2016). Foi mostrado também que, em uma populacdo
de veteranos de guerra, 0 exercicio associou-se com uma reducdo dos sintomas
depressivos e melhora do sono. Tais achados foram considerados um fator de melhora
para o risco de suicidio (DAVIDSON et al., 2013).

A PS tende a agravar os sintomas depressivos (ROBERTS; DUONG, 2014). De
maneira antagonica, a PS é também utilizada como um método cronoterapéutico para
melhorar a depressédo (DOPIERALA; RYBAKOWSKI, 2015). Portanto, a relagéo entre
a PS e a depressdo é algo contraditoria. Por um lado sabe-se que o efeito mais comum
da PS é um aumento do comportamento depressivo. Por outro lado, agudamente, os
pacientes, apds a PS, apresentam uma melhora transitoria da depressdo que €
imediatamente revertida ap6s um periodo de sono (DALLASPEZIA; BENEDETTI,
2015). Sabe-se que esses efeitos agudos da PS sobre a depressdo sdo transitérios e nao

sustentados.

Mecanismos cronobioticos desempenham um papel importante na regulacdo do
humor dado que manipulacBes cronoterapéuticas e o avanco da fase do sono afetam a
depressdo (BUNNEY; BUNNEY, 2013). No que concerne as alteragdes do SNC,
desconhecem-se as bases bioldgicas que justificam como a PS pode tanto melhorar

transitoriamente como, mais comumente, agravar 0s sintomas depressivos.

Estudos clinicos (MOTA-PEREIRA et al., 2011) e experimentais (ENSARI;
MOTL; PILUTTI, 2014) confirmam que o exercicio melhora o humor. No trabalho
atual, nos animais submetidos a PS, a pratica prévia de exercicio fisico reduziu de forma
importante o comportamento depressivo. Relato anterior sugere que o efeito
antidepressivo do exercicio é justificado por um aumento da neuroplasticidade e da
microglia no hipocampo (MUZIO et al., 2016). Um aumento dos niveis de BDNF foi
também observado apés o exercicio (KIRSHENBAUM et al., 2014).
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Foi demonstrado que alguns efeitos farmacoldgicos observados sobre o
comportamento depressivo de camundongos relacionam-se com o0 envolvimento
dopaminérgico (HAAS et al., 2011). Essas evidéncias indicam que uma interacao entre
NT e fatores neurobiol6gicos multiplos podem estar envolvidos nos mecanismos que

explicam os efeitos do exercicio sobre a depressao.

Na presenca de depressdo maior, um aumento do turnover de serotonina foi
observado. Também, o uso de agentes inibidores da recaptacdo de serotonina relaciona-
se a uma reducdo do turnover de serotonina (BARTON et al., 2008). O aumento do
turnover provavelmente ocorre em rea¢do aos baixos niveis de serotonina disponiveis.
A reducdo da disponibilidade da 5-HT no cérebro provocaria uma up-regulation e uma
supersensibilidade do receptor. Agentes farmacoldgicos que inibem a recaptacdo de
serotonina e, portanto, aumentam a sua oferta, sdo utilizados na terapia da depressédo
(PRETORIUS, 2004). Evidéncias clinicas e pré-clinicas sugerem que alteracdes da 5-
HT, NA e DA no SNC ocorrem na depressdao (MORET; BRILEY, 2011). Portanto, as
bases bioldgicas da depressdao provavelmente relacionam-se com o envolvimento de

varios sistemas de neurotransmissao.

Apesar de todos os fatos indicarem uma associacdo entre a 5-HT e a depressao,
ha evidéncias de que de que os baixos niveis de serotonina ndo justificam totalmente o
mecanismo da depressdo (PEACOCK; SCHEIDERER; KELLERMANN, 2016).
Alteracdes da homeostase cerebral da 5-HT junto a outros NT podem estar subjacentes.
Um defeito primario do receptor ou uma alteracdo na transducdo do sinal estariam
envolvidos (FABBRI; SERRETTI, 2015). Alteracdes genéticas, da homeostase do
tecido cerebral e/ou de mediadores quimicos podem também estar simultaneamente
implicados (HELTON; LOHOFF, 2015).

Até essa data, estudos que avaliam as alteracGes cerebrais induzidas pelo
exercicio em modelos de PS ndo foram relatados. No trabalho atual, em ambos o0s
modelos experimentais submetidos a 6hPST e a 72PS-REM, o exercicio reduziu o
comportamento depressivo. Observou-se um aumento da 5-HIAA e do turnover da 5HT
(5HIAA/5-HT) apds a PS e apos o exercicio, isoladamente. Nesse estudo, o exercicio
prévio a privacdo de sono reduziu o turnover de 5-HT. A medida do turnover 5-
HIAA/5-HT expressa a homeostase cerebral da 5-HT e sua reducdo associa-se a
melhora do comportamento depressivo (LAJTHA; VIZI, 2008)
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N&o deve ser esquecido que uma interacdo entre a DA e 5-HT sé&o subjacentes a
fungdes diversas como cognicdo e memdria. O corpo estriado é um nucleo fundamental
onde tais interagdes acontecem (BOUREAU; DAYAN, 2011). Diante do exposto, e em
concordancia parcial com relato anterior, pode-se afirmar que o exercicio melhora os
sintomas depressivos e possivelmente isso apresenta relacdo com a funcao serotonérgica
e dopaminérgica (ROH et al., 2016).

De forma geral, em um modelo de depressdo, haveria uma desregulacdo na
producdo enzimatica e degradacdo das catecolaminas, NT, horménios e proteinas
imunoldgicas. Um ciclo de interacdo entre esses diversos mediadores tem sido sugerido
(PEACOCK et al., 2016). Uma interacdo entre estresse psicolégico, inflamagédo e vias
de estresse oxidativo explicariam em parte a conexdo entre 0s sistemas neuroldgico e
imunologico. Nesse contexto, novamente, a demonstracdo de alteracbes do tecido
cerebral, relacionadas a PS e ao exercicio, pode orientar sobre intervencoes

farmacoldgicas especificas.

Nos dois modelos estudados, a PS aumentou os niveis de NA no tecido cerebral.
Evidéncias indicam que varios neurotransmissores e moléculas bioldgicas participam da
regulacdo do ritmo sono-vigilia. Em termos gerais, o sono REM funciona baseado em
um mecanismo que usa as células REM-Off noradrenérgicas do locus ceruleus e as
células colinérgicas REM-On. As células REM-Off provavelmente premanecem na
maioria do tempo ativas gracas a estimulacdo do SARA no mesencéfalo e as células
orexinérgicas na area peri-fornical. Entdo durante o sono REM uma estimulagéo
noradrenégica € ativada e se estende alcancando todas as regides do cérebro. Por outro
lado, durante a privacdo de sono REM, o cérebro reduz a producdo de MAO uma
enzima degradante da NA e aumenta a tirosina hidroxilase, uma enzima sintetizadora de
NA. O resultado da PSREM é uma elevacdo do teor de NA no cérebro (MALLICK;
SINGH, 2011).

A PSREM e o aumento dos niveis de NA no cérebro (MALLICK; SINGH,
2011) estimulam a bomba neuronal de Na'-K'-ATPase, um fator fundamental que
mantem a neuroexcitabilidade (MAJUMDAR et al., 2003). Considerando que a PSREM
aumenta os niveis de NA cerebral, Mallick e Singh (2011) postularam que,

possivelmente, 0 sono REM desempenha uma funcao de limpeza cerebral.

Além disso, os autores supracitados propuseram que os individuos que sofrem

de perda de sono REM podem ser tratados, de forma eficaz, através da redugdo dos
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niveis de NA ou da atividade de Na+-K+-ATPase no cérebro. De acordo com nossos
dados, o exercicio pode ser uma ferramenta alternativa na redugdo de NA no cérebro.
Os presentes achados mostram que tanto a PST quanto a PSREM aumentam os niveis
de NA no cérebro.

Tanto na PST quanto na PSREM, o exercicio prévio reduziu os niveis de NA no
tecido cerebral, apdés a PS e em concordancia com relatos anteriores (MALLICK;
SINGH, 2011). Considerando que um aumento da NA, um neuromodulador excitatorio,
é potencialmente desfavoravel, o exercicio poderia ser considerado um fator protetor.
Atualmente, nao se dispde ainda de uma compreensao precisa sobre como o exercicio

reduz os niveis de NA nos animais privados de sono.

Estudos anteriores confirmam nossos achados ao afirmar que os modelos de PS
paradoxal provoca uma ativacdo de neurbnios noradrenérgicos sustentada por um
aumento da enzima tirosina hidroxilase e uma diminui¢do na atividade da MAO. Ao
mesmo tempo em que um aumento nas concentragdes de NA cerebral pode ser benéfico,
a estimulacdo continua é potencialmente neurotdxica. Um estudo prévio apontou que o
uso de antagonistas de adrenoceptores reduziu o tempo de imobilidade no teste de
natacdo forcada indicando um efeito antidepressivo. Dessa forma, entende-se que a
neurotransmissao noradrenérgica reduzida também é importante para a regulacdo dos

processos emocionais relacionados ao estresse (NAGAI et al., 2013).

O trabalho atual mostra que o exercicio melhorou a memoria de trabalho tanto
isoladamente quanto apos a PS (72hPS-REM). Tais dados estdo de acordo com varios
estudos anteriores que comprovam os efeitos positivos do exercicio sobre a memoria
(GIBBONS et al.,, 2014; LI et al, 2013; XIONG et al., 2015). Aumento da
neurogénese e reducdo do estresse (LI et al., 2013), maior producdo de BDNF (XIONG
et al., 2015) e aumento dos potenciais de longa duracdo (Long-term Potentiation) (LIU,
H. L. et al, 2011) associam-se aos mecanismos de melhora da memoria apds o
exercicio. Provavelmente, fatores multiplos participam desse processo.

Estudos sugerem que alguns NT associam-se a melhora da memdria apos o
exercicio. Um aumento da NA foi demonstrado em animais com melhor desempenho
(SKRIVER et al., 2014). Em um modelo experimental de DP obtido em camundongos,
uma reducdo do turnover de DA e uma atenuacdo da hipersensibilidade do receptor
dopaminérgico associaram-se ao exercicio e a melhora da meméria (AGUIAR et al.,

2016). Um trabalho avaliando os efeitos da atividade fisica maternal mostrou que o
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sistema noradrenérgico e serotonérgico desempenham um papel importante na fungédo
cognitiva dos neonatos (AKHAVAN et al., 2008).

Deve ser considerado que os resultados investigados nesse estudo relacionam-se
a memoéria de trabalho. A memdria é uma funcédo seletiva existindo a memoria de curta
ou de longa duracdo, a meméria de retengcdo, a memoria indesejavel apds o estresse pos-
traumatico, aquela associada a ameaca ou medo e a memoria espacial entre outras. Tais
funcbes parecem ser especificas e ndo se excluem mutuamente. Uma avaliacdo sobre o
impacto do exercicio nos diferentes tipos de memoria em animais de experimentacao
ainda ndo foi extensamente realizada. Em concordéncia parcial com os resultados ora
apresentados, beneficios do exercicio sobre a memdria de trabalho ou executiva
(NOUCHI et al., 2014), memdria espacial (CASSILHAS; TUFIK; DE MELLO, 2016),
memoria semantica (SMITH, J. C. et al., 2013) e memoria de consolidacdo de longa
duracdo (MCNERNEY; RADVANSKY, 2015), entre outras, foram relatadas.

Estudos mostram que o exercicio melhora a cognicdo em idosos e os efeitos
maiores sdo sobre a funcdo executiva (Hillman 2008). FuncGes executivas envolvem a
memoria de trabalho, pensamento abstrato e planejamento entre outros (Lezak 1982).
Estudo anterior confirma que o exercicio afeta o striatum dorsolateral e isso tem relagéo
com a melhora do aprendizado (EDDY; STANSFIELD; GREEN, 2014). De acordo
com o apresentado, a funcdo dopaminérgica e o corpo estriado estariam diretamente

relacionados com o exercicio e a cognicao.

Recentemente foi demonstrado que o exercicio fisico melhora a fungdo motora e
cognitiva de pacientes com DP (ANGELUCCI et al., 2016; CANNING et al., 2015).
De forma importante, as alteracbes do sono sdo proeminentes nessa doenca e a
parassonia REM pode anteceder as manifestacdes da doenca (CANNING et al., 2015).
O achado patoldgico mais importante na DP é a perda das células dopaminérgicas
situadas na substancia negra e que se projetam para o corpo estriado. Portanto, a DA,
seus metabdlitos, o corpo estriado, os transtornos do sono e as altera¢6es induzidas pelo

exercicio fisico sdo importantes para o conhecimento sobre a doenca de Parkinson.

A complexa interacdo entre a funcdo dopaminérgica e serotonérgica é mostrada
em alguns estudos. O trabalho atual mostrou um aumento do 5-HIAA no corpo estriado.
Em concordancia parcial com nossos achados, Blomstrand et al. relataram que o

exercicio fisico aumentou os niveis de 5-HT e 5-HIAA no corpo estriado
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(BLOMSTRAND et al., 1989). Outro estudo mostrou que ambos os niveis de DA e de
5-HT se apresentaram elevados no cérebro de ratos nas fases finais do exercicio fisico
(HU; LIU; QIAO, 2015). Sugere-se uma relacdo bilateral entre a neurotransmissao de
DA e 5-HT no estriado.

A interacdo entre a 5-HT e a DA é mostrada também pelo fato de que a acédo
agonista dos receptores de 5-HT diminuem a ligacdo da racloprida, um agonista dos
receptores de DA (EGERTON et al., 2008). Ademais, 0 uso de antidepressivos aumenta
os niveis de DA estriatal (DE OLIVEIRA et al., 2004). Por conseguinte, a serotonina
influencia o neurocircuito estriatal e é considerada uma chave neuromoduladora para 0s
distarbios do humor e da atividade motora. Esses achados reforcam o conceito de uma
interacdo entre a 5-HT e a funcdo dopaminérgica.

H& evidéncias de que a DA influencia o estado de vigilia. Drogas com
propriedades monoaminérgicas que aumentam a transmissdo dopaminérgica através do
blogueio da recaptacdo da dopamina, como o Metilfenidato e a Modafinila, ou que
liberam a DA, como a Anfetamina, aumentam o grau de vigilia (KILLGORE et al.,
2008). Estudos mostram que a Modafinila estimula a histamina, NA, 5-HT e sistema de
orexina no cérebro (ISHIZUKA; MUROTANI; YAMATODANI, 2012). Novamente
mais de um NT pode estar envolvido nesse mecanismo.

Possivelmente, em individuos expostos a doencas associadas a PS, como insonia
e apnéia obstrutiva do sono, o exercicio exerce um efeito positivo através do aumento
da serotonina e seus efeitos moduladores no cérebro. Um aumento associado na
liberacdo de DA no estriado seria benéfico em situac6es clinicas em que os disturbios
do sono ocorrem e hd uma deplecdo da DA, tal como ocorre na DP e na doenca de
Alzheimer (TAVORA et al., 2014).

Estudos anteriores avaliaram no tecido cerebral os receptores dopaminérgicos
especificos. Os niveis teciduais da DA e seus metabolitos e as concentragdes de NT em
amostras obtidas por microdialise ndo sdo coerentes com os fenémenos observados.
Portanto, ha davidas sobre o quanto esses resultados representam de forma fidedigna o
que ocorre a nivel celular ou na fenda sinaptica. Além do mais, permanecem
controversas as relagdes entre a dopamina, seus mecanismos de degradacdo e o papel
toxico dos seus metabdlitos na génese da alfa-sinucleina na doenca de Parkinson. Pode-

se dizer com um certo grau de seguranca que 0s niveis teciduais de DA e seus
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metabdlitos, a autotoxicidade e a interacdo com outros NT ainda sdo objeto de
controveérsias (ARCHER et al., 2014; CHOI et al., 2005; WANG, Y. et al., 2014).

Em principio e de forma geral, a razdo DOPAC/DA reflete o0 metabolismo da
DA enquanto que os niveis dos metabolitos da DA, DOPAC e HVA, refletem a
atividade da MAO. A atividade neuronal dopaminérgica pode ser estimada pela razéo
DOPAC+HVA/Dopamina (LAJITHA; VIZI, 2008).

Tendo sido feitas tais ressalvas, os resultados obtidos através de determinacao
por HPLC no corpo estriado serdo discutidos. Nesse estudo, 6hPS aumentou o0s niveis
de DOPAC e da relagdo DOPAC/DA, enquanto o exercicio fisico reduziu os niveis de
DOPAC. Trabalhos anteriores relatam que a PS aumentou as concentracdes dos
metabdlitos da DA no corpo estriado (FAROOQUI; BROCK; ZHOU, 1996). Tal
aumento advem da forma metabolizada DOPAC, principal metabolito da DA no cérebro
do roedor, via ativagdo da enzima MAO (FITOUSSI; DELLU-HAGEDORN; DE
DEURWAERDERE, 2013); portanto, a razdo DOPAC/DA também reflete a atividade
da enzima MAO intraneuronal (HOLT; BAKER, 1996). Tem sido sugerido que 0s
niveis de DOPAC néo refletem necessariamente a atividade da MAO (LAJTHA; VIZI,
2008). Deve ser considerado que 0 DOPAC ndo envolve somente o metabolismo da DA
mas também outras aminas como a NA. De forma importante, 0 metabdlito 3,4-
dihidroxifenilacetaldeido (DOPAL), que antecede o DOPAC, parece apresentar maior
autotoxicidade e uma relagdo com a producdo da alfa-sinucleina (JINSMAA et al.,
2016).

Novamente como um conceito geral, os niveis teciduais de DOPAC refletem a
atividade dopaminérgica nigroestriatal no cérebro de roedores (ROFFLER-TARLQOV;
SHARMAN; TEGERDINE, 1971); todavia, os niveis de DOPAC ndo refletem
necessariamente os niveis enddgenos de DA. O declinio do DOPAC pode refletir a
privacdo do principal substrato da enzima MAO: a reducdo da DA intraneuronal de
sintese recente (LAJTHA; VIZI, 2008).

Sugere-se que esses achados apoiam a hipdtese de que uma grande parte do
metabdlito da DA, o DOPAC, deriva de um “pool” intraneuronal de DA recentemente
sintetizada (ZETTERSTROM et al., 1988). De acordo com esse entendimento, nos
camundongos privados de sono, os neurdnios dopaminérgicos remanescentes Ssdo
capazes de compensar essas alteraces. Portanto, uma maior razdo de DOPAC/DA se

refere a uma expressdo neuroquimica informativa relacionada a fungdo de DA. Os
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presentes achados alicercam o conceito vital de alguns mecanimos de regulagdo desses
sistemas neuromoduladores, enfatizando a importancia dos terminais nervosos e seus
neuromodulares (GLEICH et al., 2015).

Algumas limitagGes desse estudo precisam ser reconhecidas. Os protocolos de
PS usados envolvem um certo grau de estresse associado. Infelizmente, quase todos 0s
modelos experimentais de PS envolvem estresse. Da mesma forma, o exercicio aerébio
prolongado com condicionamento progressivo tambem envolve um certo grau de
estresse. Protocolos usando a roda giratoria (running wheel) envolvem menor nivel de
estresse porém impedem a padronizacdo e quantificacdo da atividade fisica. No trabalho
atual, foram avaliadas apenas 0s niveis de monoaminas no tecido cerebral,
particularmente, o corpo estriado. Estudos posteriores envolvendo recursos de
microdialise e determinagdes de receptores podem corroborar sobre as alteragdes dos
NT observadas. Resultados relativos a outras areas cerebrais como cortex cerebral,
hipocampo e talamo teriam sido benvindos e devem ser investigados posteriormente.
Deve ser ressaltado que o corpo estriado € uma estrutura importante apresentando
conexdes extensas com o talamo, cortex cerebral e hipocampo. Ademais, 0 corpo
estriado € uma estrutura cerebral que apresenta alteracfes associadas a doencas
degenerativas como a doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer, nas quais ocorrem
alteracbes do sono, perda da atividade locomotora e da memdria e aumento da
ansiedade. Portanto, um conhecimento sobre os efeitos da PS e do exercicio sobres as

alteracdes do corpo estriado sdo essenciais.

Em resumo, o estudo atual mostra que o exercicio fisico reduz o comportamento
depressivo associado a PS, aumenta os metabdlitos e reduz o turnover da 5-HT. A PS
aumenta o contetdo de NA no corpo estriado e o exercicio reduz esses niveis. O
exercicio fisico modifica os metabdlitos da DA no corpo estriado e isso pode ter relacao

tanto com os niveis de DA quanto de NA.

Até onde conhecemos, este estudo é o primeiro a relatar os efeitos de exercicio
em dois modelos experimentais de PS. Os resultados relativos a PST (gentle handling) e
a PSREM (método flower pot) apresentaram algumas vezes semelhancas e outras, um
carater particular. Deve ser reconhecido que 72hPS-REM ¢é uma técnica de PS mais
intensa associando-se a alteracbes comportamentais e cerebrais mais extremadas. O
estudo atual acrescenta novo conhecimento sobre os efeitos da PS e sobre os efeitos do

exercicio, tanto isoladamente, como no modelo de PS. Resultados relativos ao
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comportamento depressivo, ansiedade, memoria e as altera¢cbes das monoaminas no

corpo estriado contribuem para novas avenidas do conhecimento.
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6. Conclusao

A privacdo de sono e o exercicio ndo modificam a atividade locomotora. O
aumento do rearing observado apés o gentle handling, sugere um aumento da atividade
dopaminérgica e gabaérgica e confirma a influéncia da privacdo do sono sobre o sistema
dopaminérgico

A privagéo de sono n&o alterou o comportamento de ansiedade

A privacdo de sono associa-se a alteragdes comportamentais potencialmente

nocivas a salde como comportamento depressivo e reducdo da memoria
A privagéo de sono afetou de forma negativa a memoria de trabalho
O exercicio fisico apresentou efeito ansiogénico

O exercicio fisico prévio a privacdo do sono, de forma desejavel para a saude,
foi capaz de reduzir o comportamento depressivo

O exercicio fisico melhorou de forma positiva a memoria de trabalho

A privagdo do sono aumentou 0s niveis potencialmente excitotdxicos de
noradrenalina no corpo estriado

O exercicio aerobio prévio foi capaz de reduzir os niveis cerebrais elevados de
noradrenalina apds a privacao de sono

O turnover de serotonina foi reduzido pelo exercicio prévio a privacdo de sono

indicando de forma indireta um efeito benéfico sobre a depressao

A privacdo de sono aumentou os niveis de DOPAC e isso foi revertido pelo
exercicio prévio

Evidéncia indiretas de que o exercicio é favoravel a uma melhora da funcéo
dopaminérgica foram observadas na forma de uma alteragdo positiva dos niveis

DOPAC/DA nos animais com exercicio previo a privacdo do sono
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