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RESUMO

O sono provoca diminuicdo da atividade do aparelho digestério, assim como no
esvaziamento gastrointestinal (EG). No entanto, a relacdo entre privacdo de sono e
motilidade gastrica ainda ndo tem sido bem esclarecidos. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos da privacdo de sono paradoxal (PSP) induzido por
modelo de plataformas multiplas em camundongos. Foram utilizados camundongos
machos Swiss adultos randomicamente divididos em: 8 grupos (n=4 por grupo), 0s
quais foram submetidos ao modelo de privagdo de sono por 72 horas.
Posteriormente, todos os camundongos receberam 0,5 mL de refei¢do teste, através
de gavagem, contendo um marcador ndo absorvivel (vermelho de fenol — 0,5mg/mL,
em glicose a 5%). Em seguida, todos os animais foram sacrificados 0, 5,7 e 10
minutos, respectivamente, apés a administracdo da refeicdo para andlise do EG.
Posteriormente, realizou-se a avaliacdo dos efeitos de moduladores farmacolégicos
sobre a motilidade gastrointestinal em camundongos submetidos a PSP. Com esta
finalidade, os animais (n=5 por grupo) foram submetidos ao tratamento
com dexametasona (5mg/Kg/dia), melatonina (5mg/Kg/dia), ou salina (NaCl 0,9%),
intraperitonealmente. Adicionalmente, durante o periodo do estudo, os animais
foram pesados e amostras de sangue coletados para realiza¢do de analise ponderal
e glicemia, respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram uma diminui¢ao
significativa na retencdo gastrica do grupo submetido a PSP nos tempos 0, 5 e 7
min, em relacdo ao controle. Entretanto, ndo houve diferencas significativas no
tempo de 10 min, em comparacao ao controle. Animais submetidos a PSP e tratados
com dexametasona e melatonina ndo apresentaram alteracdes significativas na
motilidade gastrointestinal, em relagdo ao grupo controle. Adicionalmente, ndo foram
observadas alteracdes nos perfis glicémicos de animais submetidos a PSP, em
comparacao ao controle. Entretanto, a PSP promoveu uma diminuicdo no ganho de
massa corpérea, a qual nao foi revertida com o tratamento realizado com
dexametasona ou melatonina. O presente estudo sugere que o modelo de PSP
induz o EG e promove alteracdes na massa ponderal em camundongos. Em adicéo,
dexametasona e melatonina demonstraram capacidade de reverter as alteracdes na
motilidade gastrointestinal induzidas pela PSP.

Palavras-chave: Motilidade gastrointestinal. Privagcdo de sono. Camundongo.



ABSTRACT

The sleep promotes a decreased of the digestive system activity, as well as in the
gastrointestinal emptying (GE). However, the relationship between the sleep
deprivation and gastric motility is not elucidated. The aim of this study was to
evaluate the effects of paradoxical sleep deprivation (PSP) induced by multiple
platforms model in mice. Adult male Swiss mice were used and randomly divided in
eight groups (n = 4 per group), which were subjected to PSP for 72 hours.
Subsequently, all mice received 0.5 ml of the test meal by gavage, containing a non-
absorbable marker (phenol red - 0.5 mg / ml in 5% glucose). Then all the animals
were sacrificed at 0, 5, 7 and 10 minutes, respectively, after administration of the
meal for the GE analysis. After, we performed an evaluation of the effects of
pharmacological modulators in the gastrointestinal motility of mice subjected to PSP.
For this purpose, the animals (n = 5 per group) were subjected to treatment with
dexamethasone (5mg / kg / day), melatonin (5 mg / kg / day) or saline (0.9% NaCl)
intraperitoneally. In addition, during the study period, the animals were weighed and
blood samples collected for analysis and performing weight glucose, respectively.
The results showed a significant decreasing in the gastric retention of the groups
submitted to the PSP at 0, 5 and 7 min, compared to the control group. However,
there were no significant differences at 10 min, in relation to the control group.
Animals subjected to PSP and treated with dexamethasone and melatonin showed
no significant changes in gastrointestinal motility, in the control group. In addition, no
changes were observed in glycemic profiles of animals submitted to the PSP in
comparison to the control group. However, PSP promoted a reduction in body mass
gain, which was not reversed to the treatment with dexamethasone or melatonin.
This study suggests that the PSP model induced gastric emptying and promotes
changes in weight mass in mice. In addition, dexamethasone and melatonin
demonstrated ability to revert to changes in gastrointestinal motility induced by PSP.
Keywords: Gastrointestinal Motility. Sleep Deprivation. Mouse.
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1. INTRODUCAO

No ultimo século o tempo médio de sono reduziu em 1 hora e meia e a
pressdo sobre o tempo de dormir continua crescendo devido aos hébitos atuais da
nossa sociedade. Portanto, a privacdo de sono é uma das consequéncias da
pressdo exercida pela sociedade sobre os individuos, levando a repercussbes
nitidas para a saude e bem-estar (MEERLO et al., 2008).

A privacdo do sono é a remocao ou supressdo parcial do sono, e esta
condicdo pode causar diversas alteracfes: enddcrinas, metabdlicas, fisicas,
cognitivas, neurais e modificagbes na arquitetura do sono, que em conjunto
comprometem a saude e a qualidade de vida nestas condicbes (ANTUNES et al.,
2007).

Em estudo realizado pela Universidade de Chicago — EUA, no ano de
2010, onze pessoas com idades entre 18 e 27 anos foram impedidas de dormir mais
de quatro horas durante seis dias. No final do periodo, o funcionamento do
organismo delas era comparado ao de uma pessoa de 60 anos de idade. Em
pesquisas de laboratorio ratos usadas como cobaias ndo aguentaram mais de dez
dias sem dormir resultando em morte por infec¢cao generalizada (SOUZA, 2012).

O trato gastrointestinal (TGI) é um tubo longo, composto por uma série de
cavidades unidas, que se inicia ha boca e vai até o anus. As principais fun¢des séo:
movimentacdo do alimento, quebra dos alimentos em particulas absorviveis,
digestdo do bolo alimentar pelas enzimas digestivas e absorcdo de nutrientes
(BLUNDELL et al., 1996).

A motilidade gastrintestinal é todo movimento realizado pelo TGl. E
composta por contragbes e relaxamentos do musculo liso necesséario para
transportar e processar os alimentos (JOHNSON, 2014).

Dormir provoca diminuicdo da atividade do aparelho digestorio, assim
como da funcdo motora do estbmago no esvaziamento gastrointestinal, o que pode
ser consequéncia do ritmo circadiano e n&o efeito do sono (TUFIK, 2008).

Assim, alteracdes na fungdo do aparelho digestivo pode gerar disturbio de
motilidade do trato gastrointestinal, através de uma maneira mais acelerada,
traduzida clinicamente por diarreia, ou ao contrario, de uma maneira mais lenta,
chamada obstipacéo (RODRIGUES et al., 2014).
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No entanto, a relacdo entre privacdo de sono e esvaziamento gastrico
ainda ndo tem sido bem esclarecidos. Essas pesquisas marcam o inicio de uma
nova era onde o entendimento dos efeitos do sono no ritmo gastrointestinal promete
abrir um novo campo de diagndsticos e oportunidades terapéuticas.

O estudo avaliou o efeito da privacdo de sono paradoxal (PSP) no
esvaziamento gastrointestinal (EG), bem como avaliar esse mecanismo em animais

tratados com dexametasona e melatonina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sono
O sono € um estado funcional, reversivel e ciclico, com algumas

manifestagcbes comportamentais caracteristicas, como uma imobilidade relativa e o
aumento do limiar de resposta aos estimulos externos. Em termos organicos,
ocorrem variacoes dos parametros bioldgicos, acompanhados por uma modificacao
da atividade mental, que correspondem ao comportamento de dormir (MEGDAL,;
SCHERNHAMMER, 2007).

O ser humano, assim como outros animais, apresenta dois estados
comportamentais basicos: vigilia e sono. Durante a vigilia, importantes funcdes sao
executadas. O sono, por outro lado, é de fundamental relevancia para o descanso
do organismo e apresenta basicamente duas fases, com mecanismos fisiologicos
distintos: Sono REM (Rapid Eye Movement - movimentos oculares rapidos) e sono
de ondas lentas (SOL) ou ndo REM (NREM), que alterna ciclicamente durante o
periodo de sono. O sono NREM é caracterizadopor 4 fases, sendo que as duas
primeiras fases, 1 e 2, sdo mais leves e muitas vezes se alternam com breves
periodos de vigilia. J4 as fases 3 e 4 sdo mais profundas e predominam no inicio da
noite (FERNANDES, 2006). Durante o sono NREM, a atividade neuronal € baixa e a
taxa metabdlica e a temperatura encefalica estdo em seus menores niveis. Além
disso, h4d um declinio da atividade simpatica e um aumento da atividade
parassimpatica, que predomina durante a fase NREM. H& também o relaxamento
muscular comparativamente a vigilia, porém, mantém-se sempre alguma tonicidade
basal. O Eletroencefalograma (EEG) exibe aumento progressivo de ondas lentas,
conforme se avanca do estagio | para o estagio IV do sono NREM (FERNANDES,
2006).

O sono REM é um sono mais profundo e apresenta padrbes de EEG
similares aos da vigilia e, por essa razdo, o sono REM também tem sido chamado
de Sono Paradoxal (SP) ou dessincronizado. Nesta fase, ha um aumento global da
atividade neuronal, metabdlica e temperatura encefalica (KANDEL et al, 2014). Além
disso, apesar da atonia muscular que acompanha este estagio, observam-se
movimentos corporais erraticos, de diversos grupamentos musculares,
principalmente na face e nos membros, bem como emissao de sons (FERNANDES,
2006).
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Um ciclo de sono completo tem duracdo média de 90 a 110 minutos,
consistindo de uma sequéncia de sono NREM e REM. Quando os individuos
atingem o estagio IV do sono NREM, eles permanecem por um tempo nessa
condicdo. Depois, voltam através dos estagios do sono até o estagio I. Contudo, o
primeiro episddio no EEG do estagio | durante o sono noturno ndo € marcado por
nenhuma mudanca eletromiogréfica e eletrooculografica, ao passo que os periodos
subsequentes dessa fase sdo acompanhados por movimentos rapidos dos olhos e
por uma perda do tébnus dos musculos esqueléticos anti-gravitacionais do corpo
(sono REM). Geralmente sao observados de 4 a 6 ciclos durante uma noite de sono.
Os episddios de sono REM aumentam ao longo dos ciclos, podendo durar até 1 hora
no fim da noite. Os episddios de estagio IV do sono NREM, ao contrario, diminuem
com o passar da noite. Essa ritmicidade do sono ocorre de acordo com 3 processos:
homeostatico, circadiano e ultradiano. O processo homeostatico € determinado pela
quantidade de sono e de vigilia no organismo. O processo circadiano, no entanto,
representa a alternancia entre sono e vigilia em um periodo de 24 horas, enquanto
que o processo ultradiano controla a alternancia entre sono REM e NREM
(MARKOV, GOLDMAN & DOGHRAMJI, 2012).

Nos mamiferos, o reldgio circadiano influencia quase todos os aspectos
da fisiologia e comportamento, incluindo os ciclos de sono e vigilia, atividade
cardiovascular, sistema enddcrino, a temperatura corporal, a atividade renal,
fisiologia do trato gastrointestinal e 0 metabolismo hepatico. No sistema enddocrino
regula a expressdo e/ou atividade de enzimas e hormdnios envolvidos no
metabolismo energético (FROY, 2010).

Como os estados de vigilia e sono formam um ciclo que se repete,
aproximadamente, a cada 24 horas, sdo chamados de ritmo circadiano. A ocorréncia
desse ciclo € garantida por um sistema temporizador do qual faz parte as células
ganglionares da retina e, pela via retino-hipotalamica, projeta-se na regido
hipotalamica anterior, em particular nos nucleos supraquiasmaticos, um conjunto de
neurdnios localizados sobre o quiasma 6ptico e que tém como fungéo a geracao e a
sincronizacao dos diferentes ritmos biolégicos humanos. Por meio da interacéo, &
possivel a sincronizacdo do ciclo vigilia/sono com o ciclo claro/escuro ambiental
(HOFSTRA & WEERD, 2008).

Esses nlcleos projetam-se direta ou indiretamente na regido toracica alta

da coluna intermédio-lateral da medula espinhal, sobre o0s neurbnios pré-



14

ganglionares simpdéticos. Estes enviam seus axdnios aos ganglios cervicais
superiores, 0s quais pelos ramos carotideos internos e nervos conarios, projetam-se
macicamente sobre a glandula pineal (CIPOLLA-NETO, 2010).

Uma vez ativados pela luz, os neurbnios do ndcleo supraquiasmatico
desencadeiam uma atividade regulatéria que impede a atividade produtora de
melatonina da glandula pineal, a qual s6 recomecard a sua producdo hormonal
qguando n&o houver mais luz (MAGANHIN et al., 2008).

Assim, a sintese de melatonina € deflagrada, no inicio do periodo escuro,
pela liberagdo de noradrenalina (NA) pelos terminais simpéaticos que inervam a
glandula pineal. A noradrenalina interage com receptores adrenérgicos presentes na
membrana dos pinealécitos e desencadeia uma série de eventos bioquimicos
intracelulares, cujo produto final € a melatonina (ALVES et al., 2008).

Logo, o primeiro passo na formacdo de melatonina é a captacdo do
triptofano (Trp) plasmético pela glandula pineal, um aminoacido essencial, precursor
da serotonina. A passagem do Trp através da barreira hemato-encefalica é
favorecida por uma concentracdo mais alta do Trp em comparacdo com 0S outros
aminoacidos concorrentes, 0s aminoacidos de cadeia ramificada. O Trp €
transformado em 5 hidroxitriptofano pela acdo do triptofano-5-hidroxilase. O 5-
hidroxitriptofano é descarboxilado a 5-hidroxitriptamina (serotonina) por meio de uma
descarboxilase de aminoacidos aromaticos inespecifica, que necessita de piridoxina
(vitamina B6) (PEUHKURI et al, 2012).

A seguir, a serotonina é transformada em N-acetilserotonina (NAS) pela
acao da arilalquilamina N-acetiltransferase (NAT), enzima que é passo limitante na
sintese de melatonina e é regulada diariamente pela estimulagdo simpatica maior a
noite, temporizada pelos osciladores circadianos. A NAS, por sua vez, é
transformada em melatonina pela agédo da hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT)
(PEET, LIEBERMAN & MARKS, 2012).

A melatonina, por sua vez, influencia o ritmo de varios processos
fisiol6égicos durante a noite: a digestdo torna-se mais lenta, a temperatura corpora
cai, o ritmo cardiaco e a pressdo sanguinea diminuem e o sistema imunoldgico é
estimulado. Costuma-se dizer, por isso, que a melatonina € a molécula chave que
controla o ciclo circadiano dos animais e humanos (MAGANHIN et al., 2008).

Obviamente, a melatonina ndo é o Unico elemento determinante desta

periodicidade do ciclo vigilia-sono no ser humano, mas certamente é reconhecida
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como um dos neuro-horménios mais importantes. Porém, alguns hormoénios e
neurotransmissores tém sua secre¢do vinculada ao ciclo vigilia-sono, facilitando o
estado de vigilia ou o estado de sono. Assim, nas primeiras horas da manha, ha
aumento da secrecdo do hormoénio tireoideano, de cortisol e de insulina, que sao
facilitadores da vigilia, seja por aumento da taxa metabdlica para a iniciacdo das
atividades do dia, ou indiretamente pelo aumento da glicemia e da utilizacdo de
glicose pelas células (FERNANDES, 2006).

A remocao parcial ou supressédo do sono em um organismo € conhecida
como privacdo de sono. Distdrbios do ritmo circadiano levam a desordens
metabdlicas. A privacdo do sono parcial, por exemplo, pode atuar desequilibrando a
liberacdo do cortisol, cuja alta concentracdo gera o armazenamento de gordura, e na
presenca de um déficit de energia, suporta uma maior perda proporcional de massa
magra, com maior retencdo de massa gorda (SHLISKY et al., 2012).

Isso porque, a resposta ao estresse causado pela privacdo de sono, esta
centrada principalmente na atividade do eixo hipotadlamo-hipofise-adrena (HHA).
Durante o ciclo circadiano, os hormonios corticosteroides sdo secretados pela
glandulaadrenal em duas zonas distintas, a fasciculada e reticulada do cértex da
adrenal. A sintese eliberacdo destes hormbénios depende da adrenocorticotropina
(ACTH), sendo este um horménio peptidico produzido pela adenoipdfise, cuja
liberacdo € controlada pelo CRH (Hormonio Liberador de Corticotropina). O CRH é
sintetizado na parte anterior dos nudcleos paraventriculares hipotalamicos e
secretado no plexo capilar do hipotalamo, sendo, em seguida, transportado até a
adeno-hipdfise, onde induz a secrecdo do ACTH, o qual age sobre as glandulas
adrenais na producéo de Cortisol (FELDMAN, 1997).

Os estimulos ou situacdes que eliciam a sindrome de adaptacéo geral sdo
denominados estressores e a resposta do organismo é a reacdo ao estresse
(GRAEFF, 2004). Dessa forma, usaremos a dexametasona (DEXA), um
glicocorticéide, analogo sintético da hidrocortisona, cujo principal efeito
farmacoldgico decorre de sua acdo anti-inflamatoria e imunossupressora (SILVA,
2012) para avaliar a influéncia do cortisol produzido pela ativacdo do eixo mediante

a PSP sobre o esvaziamento gastrico em camundongos.



16

2.2 Motilidade Gastrointestinal

O estbmago € um oOrgao que apresenta uma luz, paredes estratificadas,
sendo uma dilatacéo do tubo digestorio que se segue ao esdfago e continua-se com
o0 intestino delgado. Esta situado logo a baixo do diafragma, com sua maior por¢do a
esquerda do plano mediano. As por¢cdes do estdbmago sdo dividas em fundo,
correspondendo a parte superior proximo a juncdo gastroesofagica, corpo, que
corresponde a maior parte do oOrgao, e antro/piloro, correspondendo a porcao
terminal (JOHNSON, 2014).

A musculatura da parede do TGl exerce a motilidade, e essa € iniciada
pelas células marca passo localizado na curvatura maior do estdmago, também
denominadas células de Cajal, sdo responsaveis por conduzir a atividade elétrica da
musculatura gatrica, gerando as ondas lentas (JANSSEN et al., 2011). Os picos de
atividade das ondas lentas iniciam as contracdes, de modo que a frequéncia das
contracbes depende da frequéncia das ondas lentas. As contracbes do TGI
possuem uma ritmicidade, com frequéncias definidas (SANDERS, 2006). A
contracao tbénica ocorre em 1cpm (ciclo por minuto) e é responsavel por manter o
tbnus do estdmago, além de auxiliar no transporte do alimento para a regido distal
do érgao. As contracdes fasicas sdo periddicas, e sao responsaveis pelo transporte
e trituracdo do alimento ao longo do TGI. As Frequéncias de contracdo variam nos
compartimentos do TGlI, apresentando uma frequéncia média no estbmago em 3,0
cpm, chegando até 12,0 cpm no duodeno no homem (ADELSON et al., 2004).

A motilidade gastrintestinal apresenta controle neural exercido pelo
sistema nervoso autbnomo (SNA) e pelo sistema nervoso entérico (SNE). O SNA é
classificado como inervagdo extrinseca, e apresenta o componente simpatico e o
parassimpatico. O componente simpatico atua através do neurotransmissor
noradrenalina, e é responsavel por estimular negativamente o TGl. O componente
parassimpatico atua através do nervo vago, e seu neurotransmissor, a acetilcolina,
estimula positivamente o TGl (FURNESS et al., 2014). O SNE é a inervacéo
intrinseca e apresenta componentes denominados plexo mioentérico e submucoso.
Os plexos mioentérico e submucoso modulam as atividades do TGI, e séo
responsaveis por controlar fun¢cdes enddcrinas e secretérias. Esse controle é
realizado pela acdo de neutransmissores, neuromodulares e hormonios (PHILLIPS e
POWLEY, 2007).
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O fundo géstrico relaxa para que o alimento seja armazenado até ser
digerido, sem aumentar significativamente a pressdo intraluminal. Apés a
acomodacao e distribuicdo entre os compartimentos gastricos, as contracdes antrais
empurram o alimento para o piloro. A musculatura longitudinal, circular, e obliqua do
estbmago permite uma atividade de moagem. Inicialmente o piloro € fechado,
permitindo a trituracdo dos alimentos em particulas. O piloro permite a passagem de
pequenos componentes alimentares (geralmente 2 mm) chamado quimo para o
duodeno. O fluxo pilérico é principalmente pulsatii e depende da diferenca de
pressao entre antro distal e o duodeno. Nutrientes intraduodenais podem suprimir
motilidade antral, estimular pressfes piloricas fasicas e basal, e retardar o fluxo
pilérico (EBERT, 2005).

Para a otimizacdo do processamento dos alimentos é necessario que haja
um controle do tempo de permanéncia do bolo alimentar em cada compartimento do
TGI. Durante o transporte do alimento ocorre movimentos de mistura e propulséo,
estes regulados pelo sistema nervoso através de feedback, para melhorar a
absorcéo de todos os nutrientes (JOHNSON, 2014).

A velocidade do esvaziamento € regulada por eventos mecéanicos, como
volume gastrico, assim como reflexos nervosos do duodeno ou respostas hormonais.
Em condicbes normais, a velocidade do esvaziamento gastrico pode ser reduzida
guando ha uma quantidade excessiva de quimo no duodeno, ou quando ha grande
qguantidade de gordura e proteina ndo processada. O esvaziamento sélido é
caracterizado por uma fase de atraso inicial, geralmente 30 min em adulto normal,
seguida de um esvaziamento continuo em padrédo linear. O Esvaziamento liquido é
mais rapido que o sélido, segue um padrdo exponencial por ser conduzido pela
presenca de volume no estbmago e por ndo precisar de trituracdo (MAURER, 2012).

Em periodos interdigestivos ocorrem contracdes denominadas complexo
motor migratorio (CMM). Essas contracbes atuam como ondas de limpeza e sao
iniciadas no estbmago e percorrem todo o intestino delgado. O CMM ocorre apés o
esvaziamento gastrico e consiste nas trés seguintes fases: quietude, contragfes
irregulares, e contracdes regulares de alta amplitude. Durante o jejum, a fase trés
estimula contracdes antrais seguidas por contracdes abaixo do intestino, varrendo
produtos nao digeriveis e prevenindo o crescimento excessivo de bactérias (EBERT,
2005).
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Diversos distirbios no TGl afetam a motilidade gastrica, entre os mais
comuns, a gastroparesia causa disfungdes motoras e sensoriais. A gastroparesia é
um distarbio de motilidade crénico, caracterizado por retardo no esvaziamento

gastrico sem obstrucdo mecanica (PARKMAN et al., 2004).
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Este foi um estudo analitico, intervencional, experimental, cego, controlado e
randomizado, utilizando modelos animais. O experimento foi conduzido segundo
recomendacdes apresentadas no ARRIVE (Animal Research: Reporting
Experiments) guidelines para uso de animais experimentais (KILKENNY et al.,
2010).

Dado inicio logo apds aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica Animal da
UFC sob protocolo 06/16, o qual é regido pela Declaracdo Universal de Direitos
Animais (UNESCO — 27 de Janeiro 1978) e pelos Guidelines Eticos Internacionais
para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Conselho para Organizacdes

Internacionais de Ciéncias Médicas — CIOMS).

3.2 Animais

O animal previamente escolhido para ser utilizados foram camundongos da
linhagem Swiss, machos, adultas (2 a 3 semanas), com massa corporea de
aproximadamente 25 gramas. Esses animais foram procedentes do Biotério Central
do Campus do Pici - UFC e transferidos para o Biotério Setorial da Faculdade de
Medicina — Campus Sobral, onde ficam mantidos em gaiolas apropriadas, todos
recebem agua e racdo comercial balanceada ad libitum, a limpeza da
gaiola/hospedaria foram realizada toda manh& e acondicionadas as mesmas
condicbes ambientais de ciclos claro/escuro por 12 horas e temperatura ambiente a
(22 £ 2°C) durante todo o experimento.

Os animais foram randomicamente divididos em: 8 grupos contendo 4 animais
em cada para determinacdo de melhor tempo de EG em animais privados de sono; 6
grupos com 5 animais cada para avaliacao do efeito da dexametasona e melatonina,
totalizando n=62. Ao final do experimento os animais eram submetidos a eutanasia

por deslocamento cervical com o minimo de desconforto.

3.3 Droga
A administracdo das drogas foi por via intraperitoneal com dexametasona
(DEX) a (5mg/Kg/dia) para imunossupressao segundo Cupolilo (2007); a melatonina

(0,5mg/Kg/dia) e a solucdo salina (NaCl 0,9%) respectivamente. O preparo das
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solugbes foi realizado um dia anterior para cada grupo e receberdo mediante
gavagem 0,5 mL de refeicao teste, contendo um marcador ndo absorvivel (vermelho

de fenol — 0,5mg/mL em glicose a 5%).

3.4 Massa Corpérea

O peso (gramas) e a ingesta alimentar foram mensurados diariamente uma
vez por dia de cada animal (12, 22 e 32 dia) através do uso de uma balanca analitica
(BioLab — Brasil) e calculado os valores médios de peso corporal e as suas

respectivas variagoes.

3.5 Coleta de Sangue
A glicemia foi mensurada a partir da segunda gota do corte da calda em um

Kit Medidor de Glicose - G-Tech Free 1, durante o experimento (12, 22 e 32 dia).

3.6 Modelo de Privacdo de Sono Paradoxal — Plataformas Multiplas

Foram submetidos a PSP (72 horas consecutivas) pelo método de
plataformas multiplas descrito por (TUFIK et al., 2004)

Os animais foram colocados em uma bacia de polipropilenocircular medindo
30 cm de altura por 70cm de diametro contendo nove plataformas circulares de
4,0cm de didmetro por 10cm de altura, sendo o nivel da agua 1 cm abaixo da
superficie das plataformas e fechada por uma tampa de arame inox.

Com esse acondicionamento 0s animais se movimentaram livremente no
interior da gaiola pulando de uma plataforma para a outra. A atonia muscular, que
ocorre caracteristicamente no SP faz com que o animal acorde ao encostar o focinho
ou, ainda, o corpo inteiro na agua, o que faz que ele volte ao estado de vigilia.
Entretanto, os animais do grupo controle ficaram mantidos conjuntamente em gaiola

na mesma sala que os conduzidos pelo grupo de PSP.

3.7 Modelo de Esvaziamento Gastrointestinal (EG)

Para determinacdo do EGI utilizamos uma técnica descrita inicialmente por
Reynell e Spray (1956) e extensivamente utilizada no Laboratorio de Fisiologia e
Neurociéncia do curso de medicina UFC — Campus Sobral, com as devidas

adaptacoes.
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ApoGs 72 h de privacdo de SP e 12 de jejum, os animais receberam mediante
gavagem 0,5 mL de refeicao teste, contendo um marcador ndo absorvivel (vermelho
de fenol — 0,5mg/mL em glicose a 5%). Decorridos 0/5/7 e 10 min apos a
administracdo da refeicéo, os animais foram sacrificados por decapitacao.

Mediante laparotomia mediana, 0 estdbmago e o intestino delgado ficaram
expostos e, em seguida, obstruidos ao nivel do piloro e da cardia; o intestino
delgado foi estendido sobre uma prancha graduada em centimetros e dividido em 2
segmentos consecutivos: 50% proximal e 50% distal.

Com o auxilio de uma proveta contendo uma solugédo de NaOH (0,1N) em
50mL, para determinacdo do volume do estdbmago e dos segmentos do intestino
delgado. Em seguida foi adicionado a solucdo e as visceras em um béquer para
serem triturados e homogeneizados com por meio de um liquidificador de mao
(Black and Decker®) durante 30s.

A suspensdo foi deixada em repouso durante 20 min a temperatura ambiente.
Em seguida foi retirado do sobrenadante um aliquota de 10mL para ser centrifugada
numa velocidade de 2.800rpm durante 10min. Apdés esse procedimento, uma
amostra de 5mL do sobrenadante foi retirada e adicionado 0,5mL de &cido
tricloroacético (20% wt:vol ), sendo o produto centrifugado a 2.800rpm por mais
20min. No final, foi retirados 3mL do novo sobrenadante e adicionados 4mL de
NaOH (0,5N) de modo a revelar o corante e determinar a absorbancia da amostra a
560nm utilizando o espectofotdmetro Spectrum®.

A quantidade de vermelho de fenol recuperada em cada segmento
(estbmago, intestino proximal e distal) é calculada conforme a equacdo (m = C X

volume) e serviu como indice de retencéo gastrica.
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Os animais sdo randomicamente divididos em 2 grupos. O primeiro grupo

como objetivo de avaliar e determinar o melhor tempo para o esvaziamento

gastrointestinal e dividido em 8 subgrupos com 5 animais cada descrito abaixo:

MINUTOS APOS

SUBGRUPO PRIVACAO DE SONO GAVAGEM
1 NAO 0
2 SIM 0
3 NAO 5
4 SIM 5
5 NAO 7
6 SIM 7
7 NAO 10
8 SIM 10

O segundo grupo tem o objetivo de avaliar a motilidade gastrointestinal apés

tratamento com dexametasona (DEX) e melatonina (MEL). Dividido em 6 subgrupos

com 5 animais cada descritos abaixo:

SUBGRUPO PRIVACAO DE SONO TRATAMENTO
1 NAO SALINA (NaCl 0,9%)
2 SIM SALINA (NaCl 0,9%)
3 NAO DEX (5mg/Kg/dia)
4 SIM DEX (5mg/Kg/dia)
5 NAO MEL (5mg/Kg/dia)
6 SIM MEL (5mg/Kg/dia)
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3.9 Andlise Estatistica

Os valores relativos a retencdo fracional do corante em cada segmento do
estdbmago foram representados na forma de média + erro-padréo da média (EPM). A
analise de variancia “Two-Way ANOVA seguido de Bonferroni, usado para comparar
as diferencas entre as taxas de retencdo do corante nos diversos segmentos
gastricos. Diferencas entre as médias serdo consideradas estatisticamente
significativas com valores de p<0,05 (BLAND, 1995).
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4. RESULTADOS

Na figura 1 mostra a retencédo fracional de corante ao longo do trato
gastrointestinal dos animais submetidos a 72h de PSP e controle, sacrificados aos 0,
5, 7 e 10 minutos poés-prandial.

Podemos observar a retengcédo fracional de corante no estdbmago e nos
segmentos proximal e distal do intestino delgado dos animais sacrificados logo apos
a gavagem, que de acordo com os dados obtidos, houve uma diminuicdo
significativa (P<0,05) em 31,3% da retengdo gastrica enquanto aumentou no
segmento proximal do intestino em 28,5% quando compara-se com animais
controles. Por outro lado, ndo houve diferenca na retencdo de corante nos
segmentos distais do intestino entre os animais do grupo submetido a 72h de PSP e
controle.

J& o grupo de animais que foram sacrificados 5 minutos apés a refeicao teste,
observa-se que a retencdo gastrica do corante nos animais com privacdo de sono
paradoxal diminuicdo significativa (P<0,001) em 29,3% enquanto aumentou o
segmento proximal do intestino em 39,4% quando compara-se com animais
controles. Por outro lado, ndo houve diferenca na retencdo de corante nos
segmentos distais do intestino.

No tempo de sacrificio de 7 minutos apés gavagem observa-se a retengao
fracional de corante nos seguimentos do TGl dos animais privacdo de sono
paradoxal onde houve uma diminui¢ao significativa (P<0,001) em 26,5% da retencao
gastrica enquanto aumentou o segmento proximal do intestino em 28,5% quando
compara-se com animais controles. Por outro lado, ndo houve diferenca na retencao
de corante nos segmentos distais do intestino.

Ainda na figura 1, no tempo de 10 minutos apoOs sacrificio, observa-se que
nao mostrou diferenca significativa, mas pode-se perceber uma tendéncia a
motilidade gastrica acelerada do grupo privado de sono em relacdo ao grupo

controle.



25

100~ 100+
T o g o
o T < T
.8 S 70 . .g S 704 *kk
I 601 2 601
o 8 507 o ® 501
® 5 404 * ® 5 404
SO 304 2O 304 i
(] Qo
= I (]
o] - o
Estbmago  Proximal Distal Estbmago  Proximal Distal
100~ 1001
3] I
S = 804 S f\; b
g S 70+ Fokk % < 704
T2 eod T2 60
o § 50+ % 3 ig.
W o 404 bLAs] h
29 304 ok £ 30
“HUmUNCm <40
- m -
o] ol |
Estbmago  Proximal Distal Estdbmago  Proximal Distal

Figura 1. Recuperagdo fracional do corante no estdmago e intestino delgado
(proximal e distal). Camundongos foram submetidos a privacdo de sono Hl durante 72h.
Posteriormente, foram alimentados com solucdo de glicose (5%) + vermelho de fenol (0,5
mg/mL). Apés 0 (A), 5 (B), 7 (C) e 10 (D) minutos, respectivamente, todos os animais foram
sacrificados para a remogao do estbmago e intestino delgado, os quais foram utilizados para
a recuperacao fracional do corante e andlise do esvaziamento gastrointestinal em cada
segmento por espectrofotometria (560nm). * e *** indicam diferencas P<0,05 e P<0,001,
respectivamente, em relagdo ao controle CJ. One-way ANOVA, Student-Newman-Keuls.

Mostramos que a privagcdo de sono paradoxal acelera o esvaziamento
gastrico e retém liquidos no intestino proximal em camundongos sacrificados nos
tempos 0, 5, 7 e 10 minutos ap0s a gavagem com o corante ndo absorvivel.

Vale salientar que segundo os dados obtidos o melhor tempo de sacrificio
apos gavagem do corante € o de 5 minutos, por apresentar diferenca significativa
(P<0,001), podendo ser claramente observado no grafico.

A figura 2 mostra a retencao fracional de corante ao longo do trato
gastrointestinal dos animais submetidos a 72h de PSP e tratados com solugao
salina, dexametaxona e melatonina, sacrificados apos 5 minutos pés-prandial.

De acordo com os dados obtidos no painel 2A, houve uma diminuicédo

significativa (P<0,001) em 28,6% da retencdo gastrica enquanto aumentou o
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segmento proximal do intestino em 23% quando compara-se com animais controles.
Por outro lado, ndo houve diferenca na retencdo de corante nos segmentos distais
do intestino entre os animais do grupo submetido a 72h de PSP e controle.

Por outro lado, o tratamento com dexametasona e melatonina ndo mostra

diferenca significa em relacdo ao grupo controle.
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Figura 2. Recuperacdo fracional do corante no estdmago e intestino delgado
(proximal e distal) tratados com dexametasona e melatonina. Camundongos foram
submetidos & privacdo de sono durante 72h. Posteriormente, foram tratados com salina
(0,9%) (A), Dexametasona (B) ou Melatonina (C) e alimentados com solugcdo de glicose
(5%) + vermelho de fenol (0,5 mg/mL). Ap6s 5 minutos todos os animais foram sacrificados
e, em seguida, o estbmago e os seguimentos do intestino delgado, proximal e distal foram
utiizados para a recuperacdo fracional do corante e andlise do esvaziamento
gastrointestinal em cada segmento por espectrofotometria (560nm). ** e *** indicam
diferencas P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relacdo ao controle. One-way ANOVA,
Student-Newman-Keuls.

Os animais submetidos a PSP tiveram diminuicAo do peso corporal

significativos (P<0,001) comparados aos grupos controles em 24, 48 e 72 horas.
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Figura 5: Curva ponderal de camundongos tratados com dexametasona e melatonina
e submetidos a PSP. Camundongos foram submetidos a privacdo de sono durante 72h.
No decorrer do experimento, foram tratados com salina (0,9%), Dexametasona ou
Melatonina. Nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas, respectivamente, os animais foram
pesados para analise da variacdo da massa ponderal (peso final — peso inicial). ** e ***
indicam diferencas P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao controle .One-way
ANOVA, Student-Newman-Keuls.

Quanto a dosagem da glicémica ndo ouve alteracfes significativas em
nem um dos grupos.

Tabela 1. Andlise glicémica. Camundongos foram submetidos a privagdo de sono H,
sendo, posteriormente, realizado a analise glicémica durante 0 (A), 24 (B), 48 (C) e 72 (D)
horas, respectivamente. Osem privacdo do sono. One-way ANOVA, Student-Newman-

Keuls.
TEMPO controle PS controle PS controle PS
salina salina melatonina melatonina dexametasona dexametasona

MEDIA 154,0 159,4 148,6 183,2 178,0 200,4

0 Erro padrdo da media
(media £ EPM) 9,290 5,288 7,068 8,823 14,53 11,14
MEDIA 144,6 160,2 161,8 154,0 174,8 146,6
24 Erropadrdo da media 9,963 19,04 18,53 5,701 13,83 11,59
MEDIA 164,2 132,4 170,4 158,4 125,8 143,2
48 Erropadrdo da media 11,80 11,40 9,626 16,35 9,615 20,34
MEDIA 83,40 62,40 86,40 81,40 68,60 82,40

72 Erropadrdo da media 6,104 11,11 13,03 18,50 9,341 5,519
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5. CONCLUSAO

O presente estudo sugere que a privacdo de sono paradoxal diminui a
retencdo gastrica. Entretanto, o tratamento com dexametasona e melatonina
promovem uma melhora na retencdo gastrica de animais submetidos a PSP,
possivelmente associado a um mecanismo de acdo via reducdo dos niveis de
cortisol e aexisténcia de uma via de acdo do sono paradoxal na motilidade
gastrintestinal, respectivamente. Em adi¢céo, o presente trabalho sugere os melhores
parametros para analise temporal da motilidade gastrica em modelo de privacao de

sono paradoxal.
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