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Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos do exercicio, privacdo do sono (PS) e exercicio associado a PS,
nos comportamentos de memdaria, ansiedade e depressdo, e nos metabolitos llipidico e glicidico
através dos niveis séricos, hepaticos e musculares de glicose, lactato, glicogénio, colesterol e
triglicerideos. Foram estudados padrdes metabdlicos no cortex cerebral e hipocampo.

Métodos: Camundongos (N=48) foram alocados aleatoriamente em 4 grupos (N=12, cada):
controle (C), exercicio (EX), privacdo do sono (PS) e privacdo do sono seguida de exercicio
(EXPS). Os animais foram treinados (8 semanas) em esteira (9cm/s) de 10:00 as 12:00. A PS
(72h) foi obtida pela técnica de plataforma multipla modificada (Porsolt). Foram avaliados 0s
niveis sanguineos de glicose, lactato, colesterol (total e fracbes) e triglicerideos. Testes
comportamentais incluiram nado forcado, Y-Maze e labirinto em cruz elevado e foram
realizados (antes e ap6s 24h do experimento). Amostras de sangue, figado e musculo foram
coletadas para a determinacdo do glicogénio, colesterol e triglicerideos. Amostras de cortex

cerebral e hipocampo foram analisadas por cromatografia liquida/espectrometria de massa.

Resultados: Os animais exercitados (EX) apresentaram maiores niveis sanguineos de glicose,
lactato e triglicerideos. Os niveis sanguineos de colesterol permaneceram inalterados em todos
0s grupos. Os triglicerideos no sangue apresentaram-se reduzidos nos grupos PS e EXPS. O
grupo EX apresentou niveis mais altos de glicogénio no figado e um aumento modesto no
masculo. O colesterol hepético e os triglicerideos foram marcadamente reduzidos no grupo PS
e isso foi revertido nos animais submetidos a exercicio prévio (EXPS). Os animais EXPS
apresentaram melhora no teste de memoria quando comparados ao grupo PS (Y-maze). A
analise quimiométrica revelou perfil metabdlico distinto entre os grupos PS, EXPS, EX e C. O
exercicio aumentou os niveis de lactato, &cido n-acetilaspartico, creatina e taurina enquanto
houve uma reducédo do conteudo de etanol, alanina, acido gama-aminobutirico (GABA), mio-
inositol, colina e acetato. A PS aumentou o acetato e reduziu o etanol, lactato, alanina, GABA,
acido n-acetil aspartico, creatina, colina, taurina e mio-inositol no cortex. A PS aumentou 0s
niveis de acetato e reduzidu o etanol, lactato, alanina, GABA, &cido n-acetil aspartico, creatina,
colina, taurina and mio-inositol no cortex. O cértex de animais do grupo C e EXPS

apresentaram composic¢ao semelhante.

Conclusao: Exercicio aerobico crénico e PS modificam parametros metabdlicos e
comportamentais, em camundongos. O exercicio prévio melhorou a memdria nos animais

submetidos as PS. De forma importante, a redugdo deletéria do colesterol hepatico e dos



triglicerideos associada a PS foi revertida pelo exercicio (EXPS), sugerindo que os efeitos do
exercicio sdo modulados por condicBes preexistentes. O exercicio prévio (EXPS) reverteu as
alteracdes em cortex cerebral nos animais submetidos a PS. Portanto, o exercicio prévio
reverteu as alteracGes induzidas pela PS e apresentou uma acdo protetora, recuperando as

reservas hepaticas de lipidios e os metabolitos no cortex cerebral.

Palavras-chaves: Privacdo do sono, Exercicio, Metabolismo, Memoria, Cértex cerebral,

Hipocampo



Abstract

Objective: To evaluate the effects of exercise, sleep deprivation (SD) and exercise associated
with SD, on memory, anxiety and depression behaviors, and on lipid and glycidic metabolites
through serum, liver and muscle levels of glucose, lactate, glycogen, cholesterol and
triglycerides. Metabolic patterns in the cerebral cortex and hippocampus were studied.

Methods: Mice (N = 48) were randomly allocated into 4 groups (N=12 each): control (C),
exercise (EX), sleep deprivation (SD) and sleep deprivation followed by exercise (EXSD). The
animals were trained (8 weeks) on treadmill (9cm/s) from 10:00 to 12:00. The SD (72h) was
obtained by the modified multiple platform technique (Porsolt). Blood levels of glucose, lactate,
cholesterol (total and fractions) and triglycerides were evaluated. Behavioral tests included
forced swimming, Y-Maze and elevated cross maze and were performed (before and after 24h
of the experiment). Blood, liver and muscle samples were collected to determine glycogen,
cholesterol and triglycerides. Samples of cerebral cortex and hippocampus were analyzed by

liquid chromatography / mass spectrometry.

Results: The exercised animals (EX) presented higher blood levels of glucose, lactate and
triglycerides. Blood cholesterol levels remained unchanged in all groups. Blood triglycerides
were reduced in PS and EXSD groups. The EX group had higher liver glycogen levels and a
modest increase in muscle. Hepatic cholesterol and triglycerides were markedly reduced in the
SD group and this was reversed in previous exercise animals (EXSD). EXSD animals showed
improvement in memory test when compared to SD group (Y-maze). Chemometric analysis
revealed a distinct metabolic profile between the SD, EXSD, EX and C groups. Exercise
increased the levels of lactate, n-acetylaspartic acid, creatine and taurine while there was a
reduction in the content of ethanol, alanine, gamma-aminobutyric acid ( GABA), myo-inositol,
choline and acetate. SD increased acetate and reduced ethanol, lactate, alanine, GABA, n-acetyl
aspartic acid, creatine, choline, taurine and myo-inositol in the cortex. SD increased acetate
levels and reduced ethanol, lactate, alanine, GABA, n-acetyl aspartic acid, creatine, choline,
taurine and myo-inositol in the cortex. The cortex of group C and EXSD animals presented

similar composition.

Conclusion: Chronic aerobic exercise and PS modify metabolic and behavioral parameters in
mice. Prior exercise improved memory in animals undergoing SD. Importantly, the deleterious
reduction in hepatic cholesterol and triglycerides associated with SD was reversed by exercise

(EXSD), suggesting that the effects of exercise are modulated by pre-existing conditions. Prior



exercise (EXSD) reversed changes in cerebral cortex in animals undergoing SD. Therefore,
previous exercise reversed the changes induced by SD and showed a protective action,

recovering the hepatic lipid reserves and metabolites in the cerebral cortex.

Keywords: Sleep Deprivation, Exercise, Metabolism, Memory, Brain Cortex, Hippocampus
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1 INTRODUCAO

1.1  Sono - consideracdes gerais

O sono é um estado fisioldgico do corpo, caracteristicamente se apresenta de forma
recorrente, a noite e durante varias horas. Observa-se um estado de inatividade, olhos fechados,
musculos posturais relaxados e consciéncia praticamente ausente. Em oposicao, a vigilia é um
estado no qual uma pessoa responde facilmente aos estimulos sensoriais, cortical e motora e
comporta-se ativamente manifestando padrbes locomotores e expressdes cognitivas. Na vigilia,
a postura é dindmica e oscila gracas a variacdo do ténus muscular. Durante a vigilia, ocorrem
ondas cerebrais dessincronizadas (ALOE; AZEVEDO; HASAN, 2005). Nos seres humanos o
ciclo vigilia sono ocorre aproximadamente a cada 24 horas e processos bioldgicos fundamentais
essenciais a sobrevivéncia, tais como o metabolismo energético, ocorrem durante esses
periodos (DING et al., 2018).

Problemas relacionados ao sono sdo comuns na sociedade atual. Varios estudos tém
demonstrado que ao longo dos anos ocorre uma diminuicdo do tempo medio de sono da
populacdo. Essas alteracdes constituem-se em um problema de saude puablica e demandam uma
atencdo e intervencao tanto no nivel individual quanto medidas mais amplas como programas
de promocao da satde plblica (LEMOS et al., 2020; PAIXAO; BRANCO; CONTREIRAS,
2006; RAO et al., 2020).

Estudos demonstram a alta prevaléncia de transtornos do sono em adultos (LIU et
al., 2013b; RYU; KIM, 2011). Outros trabalhos identificam uma associagao entre os transtornos
do sono e as doencas metabdlicas e cardiovasculares (VGONTZAS et al., 2009). Mais
especificamente, alteracdes do sono associam-se com hipertensdo arterial, dislipidemias,
sobrepeso/obesidade e diabetes. A presenca de tabagismo e etilismo se constituem em fatores
de risco associados (BECCUTI; PANNAIN, 2013; KIM et al., 2012; PANDEY et al., 2013;
PETERS et al., 2013).

O sono além de ser um periodo de repouso e relaxamento para 0 corpo e a mente, é
uma funcdo vital e complexa, que assegura a qualidade de vida e salde. E também
biologicamente fundamental na restauracdo do metabolismo energético cerebral (ANTUNES
etal., 2007; ARAUJO etal., 2013). Trata-se de um processo biol6gico complexo manifestando-
se em um ciclo e alternando-se com periodos de vigilia (MULLER; GUIMARAES, 2007).
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Um nlmero crescente de estudos examina as relacbes entre 0 sono e o
funcionamento dos varios sistemas do organismo. Tem sido relatadas rela¢fes entre 0 sono e 0
processo de aprendizagem, a restauracdo da biossintese celular, a conservacao de energia e a
consolidacdo da memoria, entre outras (FULLER; SAPER; LU, 2007; MIGNOT, 2008). O sono
e o ritmo circadiano sdo fundamentais para o controle dos padrdes diarios na fisiologia humana,
tal como, para a fun¢do metabolica (DEPNER; STOTHARD; WRIGHT, 2014).

O sono é necessario para a reconstrucédo, reparo e manutencdo dos organismos e sua
duracdo relaciona-se com a expressdo ritmica dos genes Clock (definir). A Privacdo de Sono
(PS) compromete ndo somente a funcionalidade do organismo como a expressao de Varios

genes, entre eles, genes relacionados ao metabolismo lipidico (MACKIEWICZ et al., 2010).

Doencas como ansiedade, depressdo e doencas degenerativas associam-se
transtornos do sono. Do mesmo modo, o uso de medicamentos ou alcool para ajudar dormir,
alteram o padrdo e a qualidade do sono, impactando significativamente o desempenho fisico,
cognitivo e social dos individuos (NECKELMANN; MYKLETUN; DAHL, 2007;
PASSARELLA; DUONG, 2008).

1.1.1 Estrutura do Sono

O sono é constituido por dois estados biologicos distintos: sono REM (Rapid Eye
Movement) ou sono dessincronizado e sono NREM (Non Rapid Eye Movement) ou sono
sincronizado (NEVES; , ANDRE S. GIORELLI , PATRICIA FLORIDO, 2013). Durante o
periodo do sono observa-se uma alternancia entre os dois estados, REM e NREM. Os estagios
neurofisiologicos do sono sdo classificados de acordo com o padrdo de ondas cerebrais, a
atividade muscular periférica e o oculograma. A proporcao e distribuicdo das fase do sono
variam com a idade (CHOKROVERTY, 2010).

O sono NREM é subdividido em 3 estagios N1, N2 e N3. O estdgio N1 caracteriza-
se por reducdo das atividades musculares, ondas cerebrais de baixa frequéncia, sendo uma
transicdo da vigilia para o sono. No estagio N2 sdo observados fusos e complexo K e no estagio
N3 ocorrem ondas delta que sé@o lentas e de elevada amplitude (CHOKROVERTY, 2010;
NEVES;, ANDRE S. GIORELLI, PATRICIA FLORIDO, 2013; RODRIGUES et al., 2012).

O sono REM caracteriza-se no eletroencefalograma por uma frequéncia mista e
baixa amplitude. Nesse estagio ha auséncia de tbnus muscular e observa-se atividade
oculomotora caracterizada por movimentos rapidos dos olhos. Ocorrem flutuacGes

cardiorrespiratdrias, irregularidades da temperatura corporal e observa-se também uma
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consolidacdo de aprendizados e a presenca de sonhos (NEVES; , ANDRE S. GIORELLI ,
PATRICIA FLORIDO, 2013)

Algumas estruturas cerebrais participam do controle neural da vigilia, do sono
NREM e do sono REM, tais como o Sistema Ativador Reticular Ascendente (SARA) que é
ativado durante a vigilia. O SARA localiza-se no tronco encefalico e € formado por neurdnios
heterogéneos separados por fibras nervosas. Através dessa rede neural, 0 SARA possibilita a
liberacdo de mediadores neuroquimicos inibitérios (STERIADE, 1984). No hipotalamo,
situam-se estruturas importantes para o controle do ciclo sono-vigilia. Na area peri-fornice do
hipotalamo situam-se as células produtoras de hipocretina (orexina) (figura 1), um
neuropeptideo responsavel pela ativacdo da vigilia e relacionado a mecanismos da fome
(MURILLO-RODRIGUEZ; ARIAS-CARRION; SANGUINO-RODRIGUEZ, 2009).

O nucleo do trato solitario (bulbo) é o principal nucleo envolvido na ativacdo do
sono NREM, e o GABA é o principal neurotransmissor inibitério (figura 2). Quando esse
ndcleo é ativado, ocorre uma maior liberacdo de GABA no sistema nervoso que intervém de
forma inibitoria sobre as transmissdes e atividades dos neurbnios que se projetam ao talamo e
cortex. Esses neurbnios GABAErgicos inibem os neurénios do SRAA, o principal ativador da
vigilia (TUFIK, 2008).

Tem sido mostrado que algumas citocinas presentes no organismo estao
diretamente ligadas ao ciclo sono-vigilia. As principais citocinas envolvidas na fisiologia do
sono sdo IL-1 e o TNFa, que atuam na regulagdo do sono, regulagdo térmica e na resposta

imunoldgica.

Deve ser ressaltado, que 0s sistemas responsaveis pelo comportamento sono/vigilia
envolvem conexdes multiplas relacionadas ao humor, audigdo e sensibilidade, entre outras. Os
mecanismos intrinsecos e extrinsecos reguladores do sono/vigilia ainda ndo sdo inteiramente
conhecidos. Como exemplo, evidéncias indicam que o ciclo vigilia sono ¢ influenciado pelos
endocanabinodides dado que o bloqueio do receptor CB1 ativa a vigilia (MURILLO-
RODRIGUEZ; PASTRANA-TREJO; SALAS-CRISOSTOMO, 2017).



21

Figura 1. Vigilia Inibicido Reciproca
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor

Figura 2. Sono NREM Inibicdo Reciproca

SONO NREM
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor

Durante 0 sono REM ocorre intensa atividade cerebral. Nessa fase do sono,
observam-se modificacBes das configuracdes sinapticas relacionadas a plasticidade neural.
Provavelmente, tais processos relacionam-se com a memoria, e cognic&o, entre outros (LENT,
2010).

1.1.2 Regulacéo do sono

O ciclo sono-vigilia é regulado por dois processos: 0 processo circadiano e o
processo homeostatico (KIM et al., 2007). O processo circadiano € controlado por mecanismos
enddgenos e influenciados por alteragdes ambientais. Trata-se de uma adaptacdo do organismo
ao ciclo dia e noite, também conhecido como sistema de temporizagéo circadiana, no qual o

centro regulador encontra-se no nucleo supraquiasmatico (KREIER et al., 2007).
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O principal regulador do nulcleo supraquiasméatico é a luz. O nucleo
supraquiasmatico recebe as informacGes sobre a luminosidade do ambiente por meio do feixe
nervoso retino-hipotalamico. Apds essas informacdes, ele funciona como um reldgio mestre
que orienta o ritmo circadiano (NEVES; , ANDRE S. GIORELLI , PATRICIA FLORIDO,
2013).

O processo homeostatico regula a propensdo ao sono que é controlada pela
necessidade ou débito do sono. O organismo tenta recuperar ou compensar o que foi esgotado
durante a vigilia, ou seja, ocorre um aumento da sonoléncia ap6s um longo periodo de vigilia
associada ao acimulo de adenosina (KIM et al., 2007).

A adenosina é um nucleosideo enddgeno e um neurotransmissor que participa de
muitos processos neuronais e gliais essenciais para o metabolismo energético celular neuronal.
Durante a vigilia a adenosina acumula-se na fenda sinaptica atuando de forma inibitéria. O uso
de inibidores da adenosina, i.e. cafeina, associa-se a aumento do comportamento de vigilia
(PORKKA-HEISKANEN; KALINCHUK, 2011).

Células do prosencéfalo basal sdo locais de armazenamento de adenosina, portanto,
sdo consideradas como homeostatos do sono. A acao inibitdria da adenosina ocorre nas células
colinérgicas que desinibem as células GABAérgicas; essas deixam de estimular a hipocretina,
dando inicio ao sono que geralmente ocorre apds um longo periodo de vigilia (PORKKA-
HEISKANEN et al., 2002).

Esses processos fisioldgicos, processo circadiano e homeostatico, ocorrem
sequencialmente, de forma sincronizada. Apds o periodo do sono, a necessidade do sono €
praticamente nula (processo homeostatico) e o processo circadiano € ativado ao longo do dia.
No final do dia, a reducdo da luz, ou seja, a informacdo da baixa luminosidade é levada ao
nacleo supraquiasmatico através do feixe retino-hipotalamico. Por volta de 10 h da noite,
concomitante a reducdo do estimulo da luz, se inicia a secrecdo da melatonina. Portanto, a
regulacdo do ritmo circadiano enddgeno, é desencadeada pelo ndcleo supraquiasmatico e o
principal regulador externo é a luz. Apds uma noite de sono, ocorre uma redugdo gradual da
necessidade do sono (processo homeostatico) e a vigilia se inicia (CHOKROVERTY, 2010;
GULYANI et al., 2013).

Dado que ancestralmente processos celulares bioquimicos e secre¢des hormonais
ocorrem em acordo com o ritmo vigilia/sono, as alteracdes do ritmo sono/vigilia associam-se a
transtornos metabdlicos e alteragdes no processo cognitivo, entre outros. Ha evidéncias de que
manifestacdes patologicas e.g. alteragdes do humor, hipertensdo arterial, neoplasias, e doencas

neurodegenerativas podem estar vinculadas a altera¢fes do ritmo sono/vigilia (WU et al., 2019).
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A utilizacdo de modelos em animais de experimentacdo permite intervencdes
diversas e abordagens mais invasivas i.e. investigacdo tecidual de 6rgdos especificos
(ANTUNES et al., 2007; PATTI et al., 2010).

1.1.3 Privacao de Sono

Os estudos sobre a PS iniciaram-se em 1894 com os experimentos de Manacéine
(DE MANACEINE, 1894). No século 19, Tufik e colaboradores foram os pioneiros nesses
estudos no Brasil (TUFIK; LINDSEY; CARLINI, 1978). Ainda existem divergéncias sobre
alguns efeitos da PS. Quanto aos efeitos da PS sobre os hormonios sexuais e adrenais, cortisol,
adrenalina, catecolaminas, hematocrito, glicemia, creatinina e magneésio, ha discordancias
(BECK, 1981; DAVIDSON; MOLDOFSKY:; LUE, 1991).

A PS ocorre quando ha reducdo do sono parcial ou total, causando consequéncias
negativas no cotidiano e na qualidade de vida das pessoas (MULLER; GUIMARAES, 2007).
Apds a PS podem ocorrer modificagfes biologicas secundarias. Diversos aspectos ainda ndo
estdo totalmente estabelecidos mas sabe-se que o sono tem um efeito sobre o clearance de
substancias toxicas como o amiloide, proteina envolvida na doenga de Alzheimer e a
degeneracdo neurofibrilar (AHMADIAN et al., 2018; CORDONE et al., 2019). Ha também
evidéncias que alteracbes metabdlicas, tais como a sensibilidade a insulina e a obesidade
relacionam-se com a PS. A PS também aumenta o estresse oxidativo e os niveis de
neurotransmissores como a noradrenalina (DANIELE, 2017; GARY et al., 1996).

No que concerne 0 processamento cognitivo, a PS tambem compromete a
responsividade atencional, causa prejuizos na meméoria, alteracbes no humor como o aumento
da irritabilidade, cansacos, nduseas, dores de cabeca, ardéncia nos olhos, visdo turva, dores
articulares e reducdo da libido (BONNET; ARAND, 2003; SHEPHARD; SHEK, 1997). Outra
funcdo prejudicada € o processamento de informacdes, resultando em um aumento do tempo
necessario para a tomada de decisdes (ASKEN; RAHAM, 1983).

A PS é uma condig&o frequente na vida moderna e deve ser considerada como fator
predisponente a diversas doencas, e.g. doencas cardiovasculares, endocrinas e imunologicas
(KIM et al., 2007). Com relagéo ao sistema imune, este esta diretamente ligado a qualidade de
sono. Estudos mostram que a PS altera a producdo de citocinas e a quantidade de células brancas
relacionadas a duragdo da PS (DIMITROV et al., 2007; PALMA et al., 2007; ZAGER et al.,
2007).
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1.1.4 Modelos experimentais de PS em animais

Diversos modelos experimentais sdo utilizados para a obtencéo de PS. Tais modelos
podem reduzir, suprimir ou privar os animais de sono total ou do sono paradoxal (termo
utilizado preferencialmente no sono de animais, ou sono REM para humanos). As abordagens
mais usadas sdo: farmacoldgica, neuroanatbmicas ou técnicas instrumentais (SUCHECKI,
DEBORAH; D’ALMEIDA, 2008).

As abordagens farmacoldgica utilizam drogas agonistas dos sistemas envolvidos
durante a vigilia, tais como a anfetamina ou os antagonistas do sistema colinérgico e.g. 0
biperideno (SALIN-PASCUAL et al., 1992). As abordagens neuroanatbmicas consistem em
lesGes de feixes ou de nucleos relacionados com a ativacdo de sono paradoxal, ou ainda a
estimulagdo de ndcleos relacionados com a vigilia (SUCHECKI, DEBORAH; D’ALMEIDA,
2008).

As técnicas instrumentais, sdo métodos simples, em que se utilizam equipamentos
apropriados. Essas técnicas se fundamentam em uma caracteristica do sono paradoxal que € a
presenca de atonia muscular. Ao longo dos anos, algumas modifica¢bes foram introduzidas
objetivando minimizar os efeitos colaterais destas técnicas. Entre os efeitos colaterais 0 estresse
associado é observado. Em 1965, o primeiro estudo de privacéo seletiva do sono paradoxal foi
0 método plataforma Unica, que foi adaptado para ratos (COHEN; DEMENT, 1965;
SUCHECKI, DEBORAH; D’ALMEIDA, 2008).

No qual, um Unico animal era colocado numa plataforma circundada por agua,
produzindo a privacdo completa de sono paradoxal. Entretanto esse método recebeu muitas
criticas por haver variaveis que poderiam induzir a interpretacdes errdneas dos resultados,
devido o animal sofrer pelo menos dois tipos de estresse: a restricdo dos movimentos e o
isolamento social, dificultando discriminar se os resultados obtidos seriam devidos ao estresse
do método ou da privagdo de sono (SUCHECKI, DEBORAH; D’ALMEIDA, 2008).

Assim, novas tecnicas foram elaboradas buscando minimizar os efeitos estressores
do método. A plataforma multipla foi desenvolvida para que o animal privado de sono pudesse
se locomover dentro do tanque e evitando a restricdo dos movimentos. Nesse modelo, varias
plataformas sdo disponibilizadas dentro de um tanque para um Unico animal, entretanto o
animal permanece isolado (SUCHECKI, DEBORAH; D’ALMEIDA, 2008).
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Nunes e Tufik, em 1994 desenvolveram uma nova técnica para minimizar os efeitos
do isolamento social. Nesta plataforma mdltipla, dez animais de gaiolas distintas eram
colocados dentro de um tanque sobre 14 a 18 plataformas. Foi entdo observada uma certa
dificuldade na socializacao possivelmente devido ao fato de que esses animais eram de gaiolas
distinta. Foi registrado que os efeitos comportamentais produzidos pelo método plataforma
Unica e pela técnica proposta por Nunes e Tufik eram semelhantes (NUNES; TUFIK, 1994;
SUCHECKI, DEBORAH; D’ALMEIDA, 2008).

Assim foi realizado um ajuste e desenvolvido o método de plataforma mdaltiplas
modificados, no qual os animais submetidos ao método eram criados juntos desde o desmame.
Constatou-se entdo que esse método ndo somente privava o sono paradoxal como também
reduzia o sono de ondas lentas (NUNES; TUFIK, 1994; SUCHECKI, DEBORAH,;
D’ALMEIDA, 2008).

Outra técnica para privacdo de sono € o disco giratorio. Nessa técnica, 0s animais
sdo colocados sobre um disco giratdrio, circundado de agua e registros polissonogréaficos
informam um computador que ao detectar padrdes de sono aciona uma rotacdo do disco,
fazendo com que o animais andem no sentido contrdrio para ndo cair na agua
(RECHTSCHAFFEN et al., 1983; SUCHECKI, DEBORAH; D’ALMEIDA, 2008).

No método da esteira 0s animais apds a implantacdo de eletrodos para o registro
eletrocorticogréafico, sdo colocados em uma esteira que se move em um ciclo de 3 segundos
ligadas e 12 segundos desligadas, assim, impedindo que o animal durma, nesse método a
porcentagem do tempo de vigilia nos animais privados de sono é de 92% (GUZMAN-MARIN
et al., 2003; SUCHECKI, DEBORAH; D’ALMEIDA, 2008).

Para privacdo curta de sono, em torno de 2 a 6 horas, um método que tem sido
bastante utilizado é o Gentle-handling. Esse método pode ser usado em diversas animais, como
ratos e camundongos e consiste em manipulagdes delicadas com a ponta de um pincel ou um
objeto macio, de modo a evitar que o animal durma, reduzindo o estresse (SUCHECKI,
DEBORAH; D’ALMEIDA, 2008).

1.1.5 AlteracGes metabolicas associadas a PS
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A PS esta associada a condi¢des moérbidas como disfuncdo autondmica, alteracoes
psiquiatricas, envelhecimento precoce, prevaléncia de depressdo e ansiedade, insuficiéncia
renal e também alteracdes enddcrinas, tais como, intolerancia a glicose e hipercortisolemia
(DANDA et al., 2005; QUINHONES, 2011).

A sindrome metabolica (SM) denomina um conjunto de problemas
cardiometabdlicos, tais como, elevagédo da pressédo arterial (PA), da glicemia venosa de jejum
(GVJ), dos triglicerideos plasmaticos (TG) e da circunferéncia abdominal (CA), e uma reducéo
dos niveis de high density lipoprotein-colesterol (HDL-C) (PAN; YEH; WENG, 2008;
REAVEN, 2010). No Brasil ainda ndo existem dados epidemioldgicos gerais sobre a
prevaléncia da SM, no entanto, uma revisdo apresentou a média ponderada de 29,6% para a
prevaléncia de SM (VIDIGAL et al., 2013)

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu a sindrome metabdlica como um
conjunto de critérios clinicos. E necessério para se classificar nesse diagndstico, ser resistente
a insulina pelos critério de clamp euglicémico, ou ter diabetes tipo 2, tolerancia a glicose
diminuida ou glicemia em jejum alterada, acrescentada a duas das quaisquer comorbidades,
obesidade (abdominal ou global), dislipidemia (alta TG ou Baixa HDL-C), pressao arterial
elevada ou microalbumindria (REAVEN, 2010).

1.1.6 Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina € o elo que compde os critérios para a SM. Ocorre nos
tecidos periféricos, principalmente em masculos e no tecido adiposo, é um fator determinante
na causa do Diabetes Mellitus (LAMOUNIER et al., 2010).

A resisténcia a insulina pode ser uma alteragdo no pré-receptor ou no pés-receptor.
Envolve um aumento na secre¢do do horménio insulina, causando uma elevacéo dos niveis de
insulina na corrente sanguinea (hiperinsulinemia). Tal elevacdo é destinada a evitar o aumento
da glicemia, a glicose (GUYTON; EDWARD, 2006; LAMOUNIER et al., 2010).

Sendo assim, a resisténcia a insulina é o fator responsavel pelos disturbios
metabolicos e hemodinamicos da sindrome metabdlica (GAGLIARDI, 2002). A PS do sono
associa-se a reducdo da sensibilidade a insulina (SANER; BISHOP; BARTLETT, 2018; ZHU
etal., 2019).

1.1.7 Diabetes Mellitus
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O diabetes é uma doenca cronica, caracterizada por alteracdes no metabolismo de
lipidios, proteinas e carboidratos. A identificagdo da doenca é feita através da elevagcdo dos
niveis de glucose no sangue (hiperglicemia). O pancreas produz a insulina que regula a glucose
obtida através da alimentacdo, degradacdo de glicogénio no figado e também pela formacao
através de outros compostos de carbono, tais como, lactato, piruvato, aminoacidos e glicerol,
além da regulacdo a insulina converte essa glucose em energia para 0 musculo e tecidos.
Quando ndo ocorre essa homeostase, e 0s niveis de insulina ficam alterados, pode haver a
possibilidade de desenvolvimento de diabetes (PORETSKY, 2010).

Diabete tipo 2 se desenvolve quando o organismo resistente a insulina ndo pode
secretar 0 aumento da quantidade de insulina necessaria para compensar a resisténcia a insulina
(LILLIOJA et al., 1993; REAVEN, 1988). O diabetes tipo 2 acomete cerca de 135 milhdes de
individuos dos quais 30% tem mais de 60 anos (LAMOUNIER et al., 2010).

1.1.8 Obesidade

Alguns estudos mostram que a PS esté diretamente associada a obesidade, devido
ao aumento do apetite e da tendéncia por ingestdo de alimentos mais caldricos. A necessidade
por esses alimentos causa preocupacdo, pois, além de individuos com PS apresentarem um
padrdo hormonal predisponente a esses alimentos mais caloricos, essas calorias tendem a ser de
baixa qualidade nutricional, resultando no aumento de massa corporal (NAITOH, 1976;
TAHERI et al., 2004).

A obesidade assim como fatores genéticos é o elemento que esta ligado diretamente
a resisténcia a insulina. O tecido adiposo abdominal tem mais células por area, um fluxo
sanguineo maior, mais receptores de glicocorticoides e de androgénios e maior lipolise induzida
por catecolaminas em relagéo a outros tecidos. Esses fatores causam o estimulo hormonal mais

suscetivel a mudancas no metabolismo (REAVEN, 1988).

A obesidade esta relacionada com o aumento de risco de doengas como, diabetes
mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares (hipertenséo, acidente vascular cerebral), doenca de
Alzheimer e depressdo. Também pode prejudicar a qualidade de vida e a capacidade funcional
(BRAY; KIM; WILDING, 2017).

1.1.9 Dislipidemia

A dislipidemia é o aumento de gordura presente no sangue, que podem ser
colesterol ou triglicerideos, aumentando as chances de obstrucdo das artérias (aterosclerose),

AVC (acidente vascular cerebral) e ataques cardiacos. O perfil lipidico da dislipidemia é o HDL
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diminuido, VLDL aumentado e LDL aumentado, sistema que € regulado pela concentracéo
sérica de insulina e pela disponibilidade de substrato (REAVEN, 1988; SPOSITO et al., 2007).

1.1.10 Elevacao pressao arterial

A hiperinsulinemia pode contribuir para a hipertensdo devido a estimulacdo do
Sistema Nervoso Simpatico (SNS) (RANTALA et al., 2000). A insulina causa aumento nos
niveis plasmaticos de noradrenalina que esta diretamente ligada a um aumento da frequéncia
cardiaca e da presséo arterial (LAMOUNIER et al., 2010; RANTALA et al., 2000).

O SNS pode aumentar a pressao arterial por diversos mecanismos, tais como,
aumento da frequéncia cardiaca, aumento do volume sanguineo cardiopulmonar,
vasoconstricdo direta dos vasos e pela absor¢do de sodio dos rins e vasodilatacdo renal
(YAMASHITA et al., 1996).

Embora a relagdo entre os diversos fatores ainda ndo esteja totalmente
compreendida, alguns pesquisadores reconhecem que a obesidade e a resisténcia a insulina sao
as causas principais da sindrome metabdlica (PAN; YEH; WENG, 2008). Todos esses fatores
de risco cardiovascular compdem a sindrome metabdlica que acomete 10% da populagdo com
glicemia de jejum normal, 50% dos casos com glicemia alterada e aproximadamente 80% dos
pacientes com diabete mellitus tipo 2 (OMS).

Outros fatores, ainda ndo incluidos nos critérios de diagnosticos, estdo sendo
associados a SM, tais como, marcadores inflamatérios, substancias pro-trombdticas e a PS
(DEPNER; STOTHARD; WRIGHT, 2014; OKUBO et al., 2014). Alguns estudos de
intervencdo laboratorial controlados apresentaram os seguintes dados, que a reducdo de horas
de sono em homens saudaveis impactou alteraces hormonais, aumentando a grelina diurna e
reduzindo os niveis de leptina, essas alteracdes, foram associadas ao aumento da fome e do
apetite (SPIEGEL et al., 2004).

Outro estudo controlou os niveis de leptina e grelina durante a privacédo de sono, e
durante a recuperacdo do sono. Foi observado que durante a recuperagédo os niveis de grelina
diminuiram e os niveis de leptina aumentaram, e houve um controle alimentar adequado
(MARKWALD et al., 2013), esses dois estudos associaram o aumento da fome e da ingestdo
de alimentos, ao aumento do gasto energético como provaveis mecanismos pelos quais a
privacdo de sono pode colaborar para a obesidade (DEPNER; STOTHARD; WRIGHT, 2014).
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A PS também esté associada ao metabolismo da glicose. Um estudo apresentou que
a PS durante 6 noites, reduziu clearance de glicose em 40% e a resposta aguda a insulina a
glicose em 30% durante um teste de glicose intravenosa (SPIEGEL; LEPROULT; CAUTER,
1999). Outro estudo com a PS apresentou a diminui¢do da sensibilidade a insulina avaliada pelo
clamp euglicémico hiperinsulinémico (BUXTON et al., 2010). Outro estudo mais prolongado
durante 14 dias, apresentou a reducédo a toleréncia oral a glicose e a sensibilidade a insulina
(NEDELTCHEVA et al., 2009).

Esse conjunto de fatores trazem prejuizos fisicos, metabdlicos, enddcrino,
cognitivo, assim, prejudicando a salde e a qualidade de vida dos individuos acometidos pela
doenca e pelo transtorno do sono. No entanto, existem fatores que podem trazer beneficios
cardiovascular, respiratério, enddcrino, muscular, metabdlico, e melhorar a qualidade do sono,
é o caso do exercicio fisico (ANTUNES et al., 2007).

1.2  Exercicio Fisico

De forma geral, o exercicio fisico traz beneficios para o sistema nervoso,
independente da modalidade (DISHMAN et al., 2006). A falta de exercicio fisico, por sua vez,
tem sido considerado fator de risco para o surgimento de doencas cardiovasculares, hipertensédo
arterial, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, dislipidemia e obesidade (LAKKA et al., 2003;
RENNIE et al., 2003)

Diversos estudos apresentam resultados positivos do exercicio fisico no
aprendizado, memoria e na plasticidade do sistema nervoso (LAMBERT; FERNANDEZ;
FRICK, 2005; XIONG et al., 2015). O exercicio fisico tem um papel importante para o
controle, prevencao e tratamento da obesidade, cancer, depressdo, declinio cognitivo associado
ao envelhecimento, distdrbios neurolégicos como doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer,

acidente vascular isquémico e lesdes modulares ou encefélicas (DISHMAN et al., 2006).

Resultados positivos do exercicio sobre parametros fisiolégicos como reducédo das
concentragfes de lipidios sanguineos, controle da pressdo arterial, melhora do sistema
imunologico e do metabolismo da glicose, sdo encontrados na literatura (MUL et al., 2015).
Conhecido como um método eficaz e ndo invasivo, evidencias mostram que em todas as faixas
etarias, o exercicio apresenta uma melhoria em niveis moleculares, celulares e bioguimicos,
sendo associado a reducdo da mortalidade (MORRIS; KERMEEN; HOLLAND, 2017,
OGAWA et al., 2010).
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1.2.1 Exercicio e Metabolismo

Para a realizacdo e manutencdo do equilibrio interno, durante o exercicio fisico
ocorrem ajustes fisiologicos necessarios, tais como, o aumento da frequéncia cardiaca,
ventilagdo e respostas hormonais. A liberacdo de hormdnios que sdo responsaveis pelo
equilibrio e regulacdo de glicose e horménios, i.e., glucagon, adrenalina e cortisol. Tais
horménios participam direta ou indiretamente para o aumento da glicemia e diminuicdo da
insulina (CONLEE, 1987).

Durante o exercicio o principal substrato energético é o carboidrato, que é
armazenado sob a forma de glicogénio no musculo e figado. Durante o exercicio, a
disponibilidade € limitada e ocorre uma rapida diminuicdo nos niveis desse glicogénio. Essa
acdo que reduz os niveis do glicogénio recebe influéncia tanto dos hormdnios circulantes,
guanto dos niveis séricos de substratos como, lactato, piruvato e glicose (CONLEE, 1987; MUL
etal., 2015).

Com a diminuicdo dos niveis da insulina, os efeitos dos hormdnios
contrarreguladores aumentam sobre o figado, promovendo a producéo de glicose, melhorando
a mobilizacdo dos triglicerideos do tecido adiposo e muscular e o glicogénio muscular. Ocorre
também um aumento da producdo de glicose hepatica. Por outro lado, a presenca insulina e
catecolaminas favorecem a mobilizacao dos lipideos do tecido adiposo (MARLISS et al., 2018;
WASSERMAN; VRANIC, 1986).

O exercicio fisico crénico apresenta resultados positivo sob o perfil lipidico
(BELMONTE et al., 2004; CHAPADOS et al., 2009; LIRA et al., 2008). O figado secreta e
sintetiza as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e corpos cetdnicos entre outros. O
tecido hepéatico armazena, e secreta os lipidios para contribuir no abastecimento de
triacilglicerol, sendo assim capaz de gerar e repor energia necessaria para o exercicio fisico.
Finalizado o exercicio fisico, 0 metabolismo lipidico hepéatico assume a funcdo de repor o
triacilglicerol intramuscular (BELMONTE et al., 2004).

1.2.2 Exercicio e Sono

O exercicio e considerado uma intervencao ndo-farmacoldgica que pode melhorar

0 sono, embora ainda pouco investigada (LAVIE, 1996). Um estudo realizado por Tufik et al,
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apresentou que o exercicio fisico teve efeitos benéficos em pacientes com apneia obstrutiva do

sono, porém os mecanismos desse efeito ainda ndo estdo bem definidos (TUFIK et al., 2010).

As teorias que buscam explicar os efeitos do exercicio fisico sobre o sono, estéo
associadas as hipoteses termorregulatdria, da conservacédo de energia e da restauracéo corporal,
ambas teorias se baseiam nos mecanismos homeostaticos reguladores do sono. A ideia
termorregulatdria € baseada nas evidéncias de que o sono € acionado pela diminuicdo da
temperatura corporal que advém de forma circadiana no inicio da noite. Tal evento relaciona-
se com o hipotdlamo que regula a temperatura corporal e induz o sono (LU et al., 2000;
MURPHY; CAMPBELL, 1997).

Sendo assim, quando o exercicio aumenta a temperatura corporal, ativa o processo
de dissipacao de calor controlado pelo hipotalamo e consequentemente 0s mecanismo indutores
de sono na mesma regido (DRIVER; TAYLOR, 2000). A teoria reguladora baseia-se na
facilitacdo do sono (atividade anabdlica) através do exercicio (atividade catabolica), por reduzir
as reservas energéticas corporais, sendo assim, aumentaria a necessidade de sono
(MONTGORMERY; TRINDER; PAXTON, SUSAN, 1982).

Ja ateoria da conservacdo de energia € embasada na diminuicdo da taxa metabolica,
que observamos durante o periodo do sono, ocorrendo um balango energético positivo,
portanto, 0 exercicio promoveria 0 sono através do aumento do gasto energético, causando
uma necessidade de um periodo de sono maior para que ocorra o balango energético positivo e
restabeleca a homeostase adequada para um novo periodo de vigilia (BERGER; PHILLIPS,
1995; DRIVER; TAYLOR, 2000; HOBSON, 1968). Mais estudos sobre as bases mecanicista

entre 0 exercicio e 0 Sono Sa0 necessarios.

Anteriormente, 0 exercicio aumentava a serotonina cerebral e reduzia a depressdo e 0s
niveis de norepinefrina cerebral associados a SD [9]. Esses efeitos sdo adequados aos efeitos
benéficos esperados do exercicio que sdo clinicamente observados. Permanecem incertezas
guanto a quantidade e tipo de exercicio e seus efeitos sobre os parametros metabdlicos em

situacgdes clinicas, como a DP.

Estudo mostra que o exercicio aumenta a serotonina cerebral e reduz a depresséo e 0s
niveis de norepinefrina cerebral associado a PS (DANIELE, 2017). Esses efeitos benéficos sdo
observados clinicamente, sdo necessarios mais estudos sobre o tipo de exercicio e seus efeitos

sobre os parametros metabdlico em associa¢do com a PS.
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2 JUSTIFICATIVA

A reducdo das horas de sono é frequente na sociedade atual e potencialmente
associa-se a condi¢cbes mdrbidas, tais como, a obesidade, hipertensao, transtorno do humor e
comprometimento da funcdo cognitiva. A privacdo do sono manifesta-se em condicdes

nosologicas comuns como a insénia e a apneia do sono.

O exercicio fisico é reconhecido como uma abordagem ndo farmacoldgica que
melhora condicdes, e.g., a sindrome metabolica, os transtornos do sono e as doencas
neurodegenerativas. O exercicio reduz a resisténcia a insulina, melhora o desempenho cognitivo

e aumenta a expectativa de vida.

Os efeitos intrinsecos, bases mecanisticas e particularmente, os efeitos do exercicio
em associacdo com condi¢Bes como a privacao do sono ndo sdo bem conhecidos. O impacto do
exercicio sobre os metabdlitos no sangue, figado, musculo e cérebro na presenca da privacao

do sono ainda ndo foi bem estudado.

O uso de um modelo animal permite induzir a privacdo de sono em associagdo com
0 exercicio e investigar tanto as alteracdes comportamentais quanto as mudancas plasmaticas e
teciduais. Tal investigacdo pode vir a esclarecer as bases mecanisticas que justificam as acGes

tanto do exercicio quanto da privacdo do sono.

3 Objetivos

Objetivos gerais

Investigar os efeitos da privacdo de sono, do exercicio e do exercicio combinado a

privacao de sono sobre o comportamento e o metabolismo glicidico e lipidico em camundongos.
Objetivos especificos

Em camundongos, submetidos a privagdo de sono, exercicio e exercicio combinado

a privacao de sono, avaliar:

1. O comportamento de depressao, ansiedade e memoria

2. Os niveis séricos de glicose, lactato, colesterol, triglicerideos e as fragdes
HDL, LDL e VLDL

3. Os niveis hepéticos de glicogénio, colesterol, triglicerideos e as fragdes HDL,
LDL e VLDL

4. Os niveis musculares de glicogénio
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5. Metabolémica completa do cérebro de camundongos

4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos realizados seguiram todos os principios éticos da experimentacdo
animal, estabelecidos pelas leis internacionais de cuidado e ética com animais em laboratério
(Diretrizes da Comunidade Europeia de 24 de novembro de 1986, 86/609/EEC) e pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). Os protocolos experimentais
foram conduzidos em conformidade com as diretrizes estabelecidas pelos principios éticos e

praticos para o uso de animais em laboratério (ANDERSON et al., 2004).

4.2  Animais

Foram utilizados 48 camundongos adultos, com idade entre aproximada de 3
meses, do tipo Swiss, machos, com peso entre 25 e 329, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos no Laboratério do Sono e Ritmos Bioldgicos
da UFC.

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (43x23x16 cm)
contendo oito animais por caixa, forradas com raspas de madeira. Os camundongos foram
mantidos em uma sala com temperatura controlada submetidos ao ciclo de claro/escuro de
12h/12h. Agua e comida (ragio comercial) foram fornecidas ad libitum aos animais durante
todo o processo experimental.

4.3  Grupos estudados

Os animais foram distribuidos em 4 grupos de 12 animais, e submetidos aos
modelos de PS, conforme descrito abaixo e ilustrado na figura 3.
a) Grupo Controle: camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade adulta (150
dias), sem nenhuma intervencédo (Controle).
b) Grupo exercitado: camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade adulta (150
dias), e submetidos a exercicios fisicos aerobios por 8 semanas (corrida em esteira rolante) dos
90 aos 150 dias de vida (Exercitado).
¢) Grupo com privagao de sono por 72 horas: camundongos alimentados do desmame (21
dias) até a idade adulta (150 dias), submetidos ao protocolo de 72h PS (PS).
d) Grupo exercitado com privacdo de sono por 72 horas: camundongos alimentados do

desmame (21 dias) até a idade adulta (150 dias), submetidos a exercicios fisicos aerébios por 8
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semanas (corrida em esteira rolante) dos 90 aos 150 dias e submetidos a privacéo de sono por
72 horas (EXPS).

4.4 Desenho do estudo

Como critério de confiabilidade quanto a idade ideal para inicio do experimento, 0s
animais tiveram sua procriacdo programada, sendo retirados do biotério e levados ao
Laboratdrio do Sono e Ritmos Bioldgicos no periodo de desmame aos 21 dias de idade. Os
animais foram ambientados as caixas e ao contato humano até 0 90° dia de vida, nos periodos
diurnos e noturnos. Apos trés meses completos de vida, os camundongos foram encaminhados
para os diferentes protocolos: controle, exercicio fisico, privacdo de sono 72hrs e exercicio
fisico seguido de privacdo de sono. A coleta de tecidos para estudo cerebral, hepéatico e
muscular foram realizados ap6s sacrificio do animal. Todos os testes (comportamentais e
bioquimicos) foram realizados 24 horas ap0s o periodo previamente estabelecido para todos o0s

grupos.

Figura 3. Fluxograma evidenciando a distribuicdo temporal e procedimentos executados nos
grupos Controle, Exercitado, PS e EXPS
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45 Protocolos de privacdo de sono

O protocolo de PS foi 0 do modelo de plataformas mdultiplas de Porsolt (72h-PS). O
método de 72h-PS foi uma adaptacdo do teste de plataformas mudltiplas originalmente
desenvolvido para ratos (NUNES; TUFIK, 1994). Um grupo de 12 camundongos foi colocado
em tanques (41x34x16,5cm), circundados de 4gua contendo 14 plataformas (3cm de didmetro
cada) com agua até 1 cm abaixo da superficie por um periodo de 72 horas. Neste modelo, 0s
animais sdo capazes de se mover no tanque pulando de uma plataforma para outra, evitando o
isolamento social. Comida e &gua foram oferecidas ad libitum durante todo o periodo da

privagdo (Figura 4).

Figura 4. Método das plataformas multiplas de privacéo de sono

4.6  Protocolo de exercicios fisicos aerobios em esteira rolante

Teste prévio na selecdo dos animais corredores (teste da maxima fase estavel de
lactato)

O protocolo de exercicio fisico baseia-se do teste da maxima fase estavel de lactato

(MFEL). O teste da MFEL é considerado o melhor marcador de capacidade aerdbica e aceito
como procedimento de padrdo ouro para o treinamento aerébio. A MFEL é definida como a
mais alta intensidade na qual o metabolismo aerdbio ainda prepondera sobre o anaerébio
(BENEKE; HUTLER; LEITHAUSER, 2000). A determinacdo da MFEL foi descrita por
Ferreira et al, 2007, em que os animais foram 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).
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4.6.1 Protocolo de exercicio baseado no estudo de Ferreira et al. (2007)

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

Este protocolo consiste na realizagdo de exercicios 5 dias por semana com aumento
progressivo de 10 até 60 minutos por 2 semanas, a uma velocidade de 9cm/s. O treinamento foi

conduzido sempre no mesmo horario das 10:00 as 12:00.

Figura 5. Esteira rolante para camundongos

4.7  Testes comportamentais
4.7.1 Avaliacdo da memoria de trabalho - Teste do labirinto em Y-maze

A memoria operacional, também conhecida como memdria de trabalho, foi avaliada
através do teste do labirinto em Y-maze. Neste teste os animais foram colocados 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 constituido por 3 bragos de acrilico
idénticos, com 16 cm de altura, 5 cm de largura e 40 cm de comprimento (Figura 6).

Para a avaliacdo da memdria os bragcos foram numerados (1,2 e 3). O animal foi
colocado no aparelho e durante 8 minutos o nimero de cada brago que o animal entrou foi
anotado. Foi considerado alternancia cada vez que o animal entrou em 3 diferentes bragos sem
repeticdo. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido através da seguinte formula
matematica:
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ALTERNANCIA _ N2 DE ACERTOS

ESPONTANEA (%) X100
N2 TOTAL DE ENTRADAS - 2

Figura 6. Aparelho de Labirinto em Y utilizados em camundongos

O sucesso do teste foi indicado pela alta taxa de alternancia nos bracos sugerindo
gue os animais podem recordar em qual braco entraram por Gltimo e dessa forma manter uma
alternancia coerente. Entre cada sessdo, o labirinto foi higienizado com uma solucgéo de alcool

etilico @ 70% e secado com toalhas de papel.

4.7.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) - Modelo experimental de ansiedade

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) baseia-se no modelo proposto, em ratos,
por Pellow (PELLOW et al., 1985) e validado por Lister (LISTER, 1987) para camundongos.
Consiste de dois bracos abertos opostos (30x5x25cm) e dois fechados (30x5x25cm), também
opostos, em forma de cruz grega (Figura 7).

Os bracos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (5x5¢cm).
Cada brago mede 30 cm de comprimento por 6 cm de largura e estdo posicionados a uma altura
de 31 cm do solo. Os camundongos foram colocados 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 explora¢des dos bragos abertos e
fechados, bem como o nimero de entradas com as quatro patas em cada um dos bracos. O LCE
foi limpo com alcool etilico (70%) apos cada sessdo para remocao de pistas olfatorias. Os
resultados s&o apresentados com a percentagem média de entradas em relagdo ao tempo total

do experimento (300 segundos).
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Como indicativos da avaliagdo do comportamento foram registrados os seguintes
parametros:
* Numero de entradas nos bragos abertos: corresponde ao ato de o animal entrar nos bracos
abertos com as quatro patas.
* Tempo de permanéncia nos bragos abertos: corresponde ao tempo de permanéncia neste
braco, em segundos.
» NUumero de entradas nos bragos fechados: corresponde ao ato de o animal entrar nos bragcos
fechados com as quatro patas.
» Tempo de permanéncia nos bragos fechados: corresponde ao tempo de permanéncia neste
braco, em segundos.

Neste modelo, os roedores privados de sono evitam os bracos abertos do labirinto,
restringindo a maioria de suas atividades aos bracos fechados. Um aumento seletivo nos

parametros correspondentes aos bracos abertos (entradas e tempo) revela um efeito ansiolitico.

Figura 7. Labirinto em cruz elevada para camundongos

4.7.3 Nado Forcado - Modelo experimental de depressao

O teste de nado forcado foi feito de acordo com o método de Porsolt (PORSOLT;
BERTIN; JALFRE, 1977). Cada animal foi colocado em um cilindro vertical transparente
(20cm de altura, 15cm de diametro) cheio até 15cm com agua a 25°C por 6 minutos. Foi medido
o tempo total de imobilidade, julgando o animal imdvel quando este cessava todos 0s
comportamentos ativos e permanecia flutuando na dgua, com movimentos minimos e com sua
cabeca acima da superficie do liquido. A agua foi trocada e o cilindro lavado com agua limpa

apos cada animal testado (Figura 8).
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Figura 8. Teste de nado forgado para roedores

4.8  Sacrificio dos animais e retirada das regides cerebrais, figado e musculo

Apdbs o término dos testes comportamentais, 0s camundongos foram decapitados
com uma guilhotina e as estruturas cerebrais — cortex frontal, hipocampo, figado e
musculo gastrocnémio - foram rapidamente dissecadas. As amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C até a realizacdo dos ensaios. Todas as precaucgdes
foram tomadas com o objetivo de minimizar o sofrimento e reduzir o nUmero de animais

utilizados.

4.9  Analises bioquimicas
49.1 Glicemia

A glicemia dos animais foi analisada a partir da retirada de uma amostra de sangue
fresco imediatamente colocada pela decapitacdo em tira de teste para leitura no aparelho
FreeStyle Optium Neo® da Abbott, cuja faixa de afericdo é expressa em mg/dL, de 10 a 600
mg/dL.

4.9.2 Glicogénio Tecidual

A determinacéo do glicogénio tecidual foi realizada conforme descrito por Hassid
e Albrahams (1957), adaptando-se a metodologia criada por Sjogren et al. (1938). Foram
pesados entre 200-250 mg de tecido proveniente do musculo gastrocnémio ou do figado dos
animais eutanasiados. Os tecidos foram digeridos em 2 mL de KOH 30% durante 60 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 1 mL de solugdo saturada de Na»SOs, sendo o glicogénio
precipitado por meio de duas lavagens de 3,5 mL de etanol fervente, seguidas de centrifugagéo
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a 2000 g. O precipitado foi homogeneizado em &gua destilada e a determinacéo colorimétrica
das amostras foi realizada com a adi¢do de 200 puL do homogenato a 2 mL de solucéo de 0,2%
de antrona em &cido sulfurico concentrado. A absorbancia foi mensurada em espectrofotometro
a 490 nm.

4.9.3 Lipideos hepaticos

A extracdo de lipideos hepaticos foi realizada por meio da homogeneizacao de 100
mg de tecido hepéatico em solucdo de alcool etilico e éter (3:1). Ap6s aquecimento do
homogenato a 65 °C por 1 h, este foi submetido a centrifugacdo a 2000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi ent&o separado e concentrado por evaporacao, sendo resfriado a temperatura
ambiente e diluido em 3 mL de alcool isopropilico para posterior emprego dos ensaios de
quantificacdo de Colesterol Total e Triglicerideos de acordo com 0s seus respectivos Kits
bioquimicos (ENTERNMAN, 1943).

As fragdes de LDL-C e VLDL foram estimadas pela férmula de Friedewald: LDL-C =

ColT- HDL-C — (Trig/5) e VLDL = (Trig/5), para as amostras que tiveram resultado de triglicerideos <
400 mg/dL.

410 Analise Cerebral
4.10.1 Avaliacéo por espectroscopia de RMN

A amostragem para analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) consistiu
na obtencdo de tecido cerebral, cortex e hipocampo, de 4 camundongos (pool) para dar origem
a amostra a ser estudada. Portanto, cada grupo consistiu em triplicado de cdrtex ou hipocampo,
totalizando a avaliagdo do cérebro de doze camundongos. Para a avaliacdo do cortex, foram
utilizadas aproximadamente 75 mg das amostras, enquanto para o hipocampo foram utilizadas
aproximadamente 20 mg.

As amostras foram solubilizadas em 600 pL de D20 (agua deuterada 99,9%)
contendo 0,2 M de Na2PO4 / NaH2PO4 e 0,4 mM de TMSP-2,2,3,3-d4 (propionato de sédio-
3-trimetilsilil) (KOSTIDIS et al., 2017). O RMN de *H as experiéncias foram realizadas no
espectrometro Agilent de 600 MHz equipado com uma deteccédo inversa de 5 mm (HF / 15N-
31P) One Probe ™ com gradiente z ativamente blindado. Os dados do cortex e do hipocampo
foram obtidos em triplicado com pulsos calibrados a 90°, 64 varreduras, 48 k de pontos no
dominio do tempo com uma janela espectral de 16,0 ppm, tempo de aquisi¢éo de 5,0 s, atraso
de relaxamento de 25,0 s.

Além disso, foi utilizado o valor de ganho do receptor pré-fixado de 30 para o cértex
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e 56 para o hipocampo. Os espectros foram processados aplicando multiplicagcdo exponencial
dos FIDs por um fator de 0,3 Hz e transformacao de Fourier de 16k pontos. A correcao de fase

foi realizada manualmente e a correcdo da linha de base foi aplicada em toda a faixa espectral.

4.10.2 Identificagcdo molecular

A identificacdo dos constituintes foi realizada através de RMN 2D, como
espectroscopia de correlacdo por gradiente (COZY), coeréncia quantica Unica gradiente
heteronuclear (HSQC) e correlacdo de ligacdo multipla heteronuclear gradiente (HMBC)
(estruturas moleculares, desvios quimicos *H e 3C, multiplicidade, correlagGes e acoplamento

constante, aquisicdo e processamento de dados de RMN 2D estdo disponiveis em Informac6es

Suplementares) e as avaliacdes usando um banco de dados de acesso aberto (www.hmdb.ca)
(WISHART et al., 2013) e relatorios da literatura (GRAHAM; HOLSCHER; GREEN, 2014;
LIU et al., 2013a; QUANSAH et al., 2017; WESLEY et al., 2019).

4.10.3 Analise quimiométrica

Os espectros de RMN de H foram convertidos em arquivos ASCII (American
Standard Code for Information Interchange) para criar as matrizes usando a regido de 0,34 a
9,11 ppm para ambas as amostras e excluindo as regides da dgua (de 4,65 a 4,90 ppm) e metanol
residual (3,33 para 3,38 ppm). As matrizes foram importadas individualmente para o programa
PLS Toolbox ™ (versdo 8.6.2, Eigenvector Research Incorporated, Manson, WA EUA) para
analise quimiométrica.

Para pré-tratamentos espectrais, algoritmos para correcdo de linha de base como
normalizac&o e alinhamento de varidveis usando COW (Correlation Optimized Warping) com
segmento de 20 pontos de dados e uma folga de 10 pontos de dados foram aplicados
anteriormente a decomposicao das matrizes (SOARES et al., 2017). Apds os pré-tratamentos,
0 os dados das amostras foram centrados na média e o algoritmo de Decomposicdo de Valor
Singular (SVD) foi aplicado para decompor as matrizes para modelagem de PCA. As
informac@es relevantes dos conjuntos de dados quimicos foram obtidas nos dois primeiros

componentes principais (PC) para todos os métodos, com nivel de confianca de 95%.

411 Analise estatistica
Os dados experimentais obtidos foram expressos como Média + E.P.M., sendo estes

submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de Tukey. Valores
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de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Utilizou-se para a
realizacdo da analise estatistica o programa GraphPad Prism® 5.01.

3) RESULTADOS

5.1 Analises Bioquimicas Séricas
5.1.1 Glicemia

O exercicio fisico promoveu um aumento significativo na glicemia dos animais
(144,40 £ 8,27 mg/dL) em comparagéo ao grupo Controle (118,00 + 5,65 mg/dL). Os animais
submetidos a PS (90,00 + 8,45 mg/dL) e os submetidos a EXPS (91,00 £ 5,49 mg/dL)
apresentaram niveis semelhantes entre si e reduzidos em compara¢édo ao grupo Controle (Figura
9).

Figura 9. Niveis de Glicemia nos grupos Controle, Exercicio, PS e EXPS
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Glicemia (mg/dL) (n = 12 por grupo). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. 2 p < 0.05,
comparagdo com o grupo Controle ? p < 0.05, comparagdo com o grupo Exercitado.

5.1.2 Lactato Sérico

O exercicio fisico aumentou os niveis de lactato sérico no grupo Exercitado, (98,50
+ 4,56 mg/dL) quando comparado ao grupo Controle (71,69 + 4,56 mg/dL). O grupo EXPS
(77,80 + 5,26 mg/dL), apresentou niveis semelhantes ao grupo PS (64,63+ 2,79 mg/dL) e ao
grupo Controle (71,69 £ 4,56 mg/dL) (Figura 10A).

5.1.3 Lipideos Séricos
Os niveis de triglicerideos séricos aferidos no grupo Exercitado (149,50 + 18,47

mg/dL) foram mais elevados que o grupo Controle (90,40 + 5,66 mg/dL). Os niveis de
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triglicerideos séricos foram menores nos grupos PS (50,56 + 3,79 mg/dL) e no grupo EXPS
(54,03 + 2,58 mg/dL) em relacdo aos grupos Controle e Exercitados (Figura 10B).

Os niveis de colesterol total sérico ndo apresentaram alteracdes significativas entre
0s grupos Controle (89,00 + 3,28 mg/dL), Exercitado (93,78 + 3,19 mg/dL), PS (94,83 £ 4,96
mg/dL) e EXPS (96,33 £ 3,48 mg/dL) (Figura 10C).

Os niveis de HDL colesterol no grupo EXPS (61,57 £+ 3,39 mg/dL) foram mais
elevados que grupo Controle (49,71 + 2,48 mg/dL), Exercitado (53,06 + 1,55 mg/dL) e PS
(52,35 = 1,88 mg/dL). N&do houve diferenca entre os grupos Controle, Exercitados e PS e
Controle (Figura 10D).

O exercicio reduziu o LDL colesterol (Grupo Exercitado, 9,83 + 2,40 mg/dL) em
relacdo ao grupo Controle (18,20 + 1,63 mg/dL). A PS elevou o LDL (32,37 = 2,32 mg/dL)
em relacdo ao EXPS (21,48 + 1,64 mg/dL) (Figura 10E).

O exercicio fisico elevou significativamente os niveis de VLDL colesterol (Grupo
Exercitado 30,89 £ 4,04 mg/dL) em comparacao ao grupo Controle (21,09 + 2,43 mg/dL). A
PS (10,11 £ 0,78 mg/dL) e EXPS (13,28 + 1,74 mg/dL) reduziram os niveis de VLDL em

relacdo ao grupo Controle e Exercitado (Figura 10F).
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Figura 10. Niveis séricos de lactato, triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL e VLDL nos
grupos controle, exercitado, PS e EXPS
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¢ p < 0.05, comparagdo com o grupo PS.
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5.1.4 Glicogénio Tecidual

O exercicio aumentou os niveis de glicogénio hepatico (Exercitado 4,77 + 0,35
mg/100mg) quando comparado aos grupos Controle (2,75 £ 0,08 mg/100mg), PS (2,57 + 0,04
mg/100mg mg/100mg) e EXPS (2,73 = 0,04 mg/100mg), onde esses ultimos ndo diferiram
entre si, como observado na Figura 11a.

No tecido muscular, observou-se que o padrdo dos niveis de glicogénio aferidos
para o tecido foi mantido, porém uma discreta diferenca foi observada. O grupo Exercitado
(0,6474 + 0,0067 mg/100mg) apresentou aumento em relagcdo aos grupos Controle (0,5872 +
0,0093 mg/100mg), PS (0,6165 £ 0,0116 mg/100mg) e EXPS (0,6144 + 0,0064 mg/100mg)
(Figura 11b).

Figura 11. Niveis de glicogénio no tecido hepatico e muscular nos grupos controle, exercitado,
PS e EXPS
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Quantificacdo de glicogénio (mg/100mg) (n = 12 animais por grupo) em tecido hepatico (A) e muscular (B). Os
dados séo apresentados como média + erro padrdo da média. 2 p < 0.05, comparag&o com o grupo Controle. ® p <
0.05, comparagdo com o grupo Exercitado.

5.1.5 Quantificacdo de Lipideos Hepaticos

O grupo EXPS apresentou aumento dos niveis de colesterol no figado (3,84 £+ 0,48
mg/100mg) comparado aos grupos Controle (2,37 £ 0,13 mg/100mg), Exercitado (2,87 £ 0,17
mg/100mg) e PS (2,77 = 0,15 mg/100mg) (Figura 12A).

O grupo EXPS aumentou os niveis de triglicerideos no figado (20,72 + 2,67
mg/100mg) quando comparado aos grupos Controle (15,78 + 1,81 mg/100mg) e Exercitado
(13,28 £ 0,50 mg/100mg) e PS (8,32 + 0,95 mg/100mg) . O grupo Controle (15,78 + 1,81
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mg/100mg) e o grupo Exercitado (13,28 + 0,50 mg/100mg) ndo sofreram alteracdes
significativas, enquanto o grupo PS (8,32 £ 0,95 mg/100mg) apresentou uma reducdo quando

comparado aos demais grupos (Figura 12B).

Figura 12. Niveis de colesterol e triglicerideo hepéatico nos grupos controle, exercitado, PS e
EXPS
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Quantificacdo de colesterol hepatico total (A) e triglicerideos hepéaticos (B) (mg/100mg) (n = 12 animais por
grupo). Os dados sdo apresentados como media * erro padrdo da média. @ p < 0.05, comparagdo com o grupo
Controle.  p < 0.05, comparagio com o grupo Exercitado. ¢ p < 0.05, comparagio com o grupo PS.
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Tabela 1. Dados descritivos das analises bioquimicas dos grupos controle, exercitado, PS e

EXPS

Grupos

Controle
Exercitado
PS
EXPS

Grupos

Controle
Exercitado
PS
EXPS

Grupos

Controle
Exercitado
PS
EXPS

Glicemia

118,00 + 5,652
144,40 + 8,272
90,00 + 8,45 2P
91,00 + 5,492P

HDL

49,71+ 2,48
53,06 + 1,55
52,35+ 1,88

61,57 + 3,392b¢

GLICOGENIO
MUSCULAR

0,5872 + 0,0093
0,6474 + 0,0067 2
0,6165 + 0,0116
0,6144 +0,0064 °

5.2 Analise Cerebral
5.2.1 Perfil do cértex e hipocampo obtidos através de RMN acoplada a quimiometria

Lactato

71,69 + 4,56
98,50 + 4,56 2
64,63+ 2,79°
77,80 +5,26°

LDL

18,20 + 1,63
9,83 +2,402P
32,37 +2,323P
21,48 + 1,64 ¢

COLESTEROL
HEPATICO

2,37+0,13

2,87 £0,17

2,77+0,15
3,84 +0,4820¢

TRIGLICERIDEOS
(Plasma)

90,40 + 5,66
149,50 + 18,472
50,56 + 3,79 2P
54,03 + 2,58 2P

VLDL

21,09 + 2,43
30,89 + 4,042
10,11 +0,782P
13,28 + 1,740

TRIGLICERIDEOS
HEPATICO

15,78 + 1,81

13,28 + 0,50

8,32 +0,952P
20,72 + 2,672b¢

Colesterol Total

(Plasma)
89,00 + 3,28

93,78 + 3,19
94,83 + 4,96
96,33 + 3,48

GLICOGENIO

HEPATICO
2,75+ 0,08

4,77 +0,352
2,57 +0,04°
2,73+0,04°

Amostras do cérebro de camundongos, cortex cerebral e hipocampo, dos grupos C,

EX, PS e EXPS foram analisadas. A Figura 13a e 13b mostra um espectro de *H RMN do cortex

e do hipocampo, respectivamente, com um total de 14 compostos identificados, que incluem

aminoéacidos, acidos organicos de cadeia curta, alcoois e vitaminas.
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Figura 13. Espectro de *H RMN do cdrtex e do hipocampo
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Espectros de *H RMN de a) cortex e b) hipocampo. Legenda: 1 - valina; 2 - etanol; 3 - lactato; 4 - alanina; Acido
5-gama-aminobutirico (GABA); 6 - acetato; Acido 7-n-acetil-aspartico; 8 - glutamato; 9 - malato; 10 - creatina;
11 - colina; 12 - taurina; 13 - mio-inositol; 14 - tirosina; * metanol residual.

5.2.2 Analise de Componentes Principais (PCA)

Devido a elevada dimensionalidade do conjunto de dados e a similaridade inerente
a composicdo das amostras, foi desenvolvida uma avaliacdo quimiométrica para um
entendimento profundo da variabilidade cerebral de acordo com os exercicios e a PS. Portanto,
a modelagem ndo supervisionada pela Analise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada
na matriz numérica a partir de *H NMR do cdrtex e hipocampo. A Figura 14a ilustra os
resultados de PCA do cortex que retinham 54,7% da variacdo total em dois PCs. A Figura 14b
ilustra as cargas de PC1 e PC2 com os metabolitos importantes para a distingdo de amostras de

acordo com o projeto experimental.
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Figura 14. PCA do cortex
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a) Sistema de coordenadas de pontuacdo PC1 x PC2 para o cortex; b) Cargas PC1 plotadas em forma de linhas.
Legenda: 2 - etanol; 3 - lactato; 4 - alanina; Acido 5-gama-aminobutirico (GABA); 6 - acetato; Acido 7-n-acetil-
aspartico; 10 - creatina; 11 - colina; 12 - taurina; 13 - mio-inositol.

A Figura 14a exibe tendéncias de separacdo entre as amostras de cortex de acordo
com o eixo PC1 e PC2, com o cortex submetido ao exercicio com escores positivos de PC1 e
as demais amostras com valores nulos do mesmo eixo. As cargas mostram que 0S exercicios
aerobicos induzem a producdo de lactato, acido n-acetil-aspartico, creatina, taurina enquanto
diminuem o teor de etanol, alanina, &cido gama-aminobutirico, mio-inositol, colina e acetato.

O eixo PC2 exibe o cdrtex submetido a PS com escores negativos de PC2 e as
demais amostras com escores positivos no mesmo eixo. As cargas mostram que a PS induz a
producdo de acetato, enquanto diminui o contetdo de etanol, lactato, alanina, &cido gama-
aminobutirico (GABA), acido n-acetil-aspartico, creatina, colina, taurina e mio-inositol no
cortex. Além disso, € importante observar que o cortex das amostras controle (sem exercicio ou
PS) apresenta composicao semelhante as submetidas ao exercicio seguido da PS.

A Figura 15a ilustra os resultados da PCA do hipocampo que reteve 50,6% da

variacdo total em dois PCs. A Figura 15b ilustra as cargas de PC1 e PC2 com os metabolitos
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importantes para a distingdo de amostras de acordo com o projeto experimental. O hipocampo
mostra tendéncias de dissimilaridade apenas no eixo PC2, que apresentou resposta diferente

para exercicios e PS.

Figura 15. PCA do hipocampo
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a) Sistema de coordenadas de pontuagdo PC1 x PC2 para hipocampo; b) Cargas PC1 plotadas em forma de linhas.
Legenda: 2 - etanol; Acido 5-gama-aminobutirico (GABA); 6 - acetato; Acido 7-n-acetil-aspartico; 8 - glutamato;
10 - creatina; 11 - colina; 12 - taurina; 13 - mio-inositol.

A PS e o exercicio seguidos a PS (EXPS) estdo localizados em escores positivos de
PC2 e as demais amostras localizadas em escores nulos e negativos de PC2. As cargas de PC2
mostram que a PS induz a producdo de etanol, acido n-acetil-aspartico, glutamato, creatina,
taurina e mio-inositol, enquanto diminui o contetido de &cido gama-aminobutirico, acetato e
colina. Essas alteracdes metabolicas sdo mais pronunciadas no hipocampo de camundongos
submetidos a exercicios seguidos a PS. Além disso, é importante observar que as amostras do

controle (sem exercicio ou PS) apresenta composi¢do semelhante as submetidas ao exercicio

aerébico.
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5.3  Testes Comportamentais
5.3.1 Nado Forgado

Com relacdo ao teste de nado forcado, antes da experimentacdo, ndo houve
diferenca entre os grupos Controle e Exercitados, PS e EXPS (Figura 16A).

A andlise do nado forgado antes e ap6s a PS e o EXPS ndo mostrou diferencas
(Wilcoxon, p=0,93 e p=0,11, respectivamente; Figura 16B e Tabela 2).

Figura 16. Avaliacdo basal do comportamento depressivo (Teste do nado for¢cado) nos grupos
controle, exercitado, PS e EXPS antes e nos grupos PS e EXPS ap0s a privagdo de sono
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b - Diferenca com relagéo ao Grupo Exercitado (p<0,05) B a - Diferenca com relag&o ao Grupo Privagéo de Sono (p<0,05)
¢ - Diferenca com relagéo ao Grupo Privagdo de Sono (p<0,05)

A

Quantificacdo do tempo de imobilidade (seg.) Comparativos entre todos 0s grupos antes da PS (A) e comparativo
entre 0s grupos PS e EXPS ap6s a intervengdo (B) (n=12 animais por grupo). Os dados sdo apresentados como
média + erro padrdo da média. 2 p < 0.05, comparagdo estatistica com o grupo PS.

Tabela 2. Dados descritivos da avaliacdo do comportamento depressivo através do teste nado
forcado, nos grupos controle, exercitado, PS e EXPS

Grupos Nado Forgado Nazggglggdo
Controle 120,1 + 9,66 --
Exercitado 131,0 £ 25,54 --

PS 137,5+ 9,58 92,90 £+ 23,53
EXPS 138,9+ 11,81 159,8 + 16,782

5.3.2 LabirintoemY (Y-MAZE) quanto ao numero de entradas e percentual de alternancia

Antes da experimentacdo, os grupos Controle e Exercitado ndo apresentaram
diferenga em relacdo ao nimero de entradas no braco aberto e percentual de alternéncias
(Figuras 17A e 17C).
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A andlise, quanto ao numero de entradas no brago aberto (Y-maze), antes e apds a
PS e 0 EXPS, mostrou que a PS reduziu o numero de entradas enquanto o EXPS ndo reduziu
(Wilcoxon, p=0,02 e p=0,10 respectivamente; Figura 17 B, Tabela 3).

A anélise, quanto ao percentual de alternancia no Labirinto em Y-maze, antes e
apos a PS e o EXPS, mostrou que a PS reduziu o percentual de alternéncia enquanto o EXPS
aumentou o percentual de alternéncia (Wilcoxon, p=0,004 e p=0,02, respectivamente) (Figura

17D, Tabela 3).

Figura 17. Avaliacdo de memdria (Y-maze) nos grupos controle, exercitado, PS e EXPS antes
e apos a PS
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Tabela 3. Dados descritivos da avaliagdo da memoria atraves do teste Labirinto em Y (Y-
Maze), antes e ap0s a PS nos grupos controle, exercitado, PS e EXPS

- Y-Maze Y—MaTDeS— Apoés Y-Maze Y—MaTDeS— Apols
(N. de entradas) (% de alternancia) .
(N. de entradas) (% de alternancia)
Controle 6,66 + 0,74 -- 67,09 £ 5,08 --
Exercitado 6,90 + 0,72 -- 66,71 + 4,08 -
PS 6,41+ 0,81 3,66 0,56 69,65 + 5,19 61,31+4,33
EXPS 7,45+ 0,84 491+1,05 67,83+ 4,70 69,98 £ 6,54

5.3.3 Labirinto em cruz elevado (LCE)

No teste LCE, antes da experimentacdo, ndo houve diferenca entre os grupos
Controle, Exercitados, PS e EXPS quanto ao numero de entradas e o tempo no brago aberto
(Figura 18A e Figura 18C). Apos a PS observou-se uma tendéncia para uma reducéo do nimero
de entradas no braco aberto (Wilcoxon, p=0.05, Figural8 D). Nao houve diferenca no grupo
EXPS (Wilcoxon, p=0.08) (Tabela 4). Apo6s a PS, observou-se uma reducdo no tempo de
permanéncia no brago aberto tanto no grupo PS quanto no grupo EXPS (Figura 18B e D; Tabela
4). Tais resultados foram semelhantes ap6s a analise que considera o nimero de entradas
(Figura 18C e Figura 18D).
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Figura 18. Avaliacdo de ansiedade nos grupos controle, exercitado, PS e EXPS antes e apés a

OS (Labirinto em Cruz Elevado)

=
S

Tempo de Permanéncia (seg.)

o

IS
S

n
S

<

LCE-

Comparativo Entre 0s Grupos

a - Diferenga com relag&o ao Grupo Controle (p<0,05)
- Diferenca com relagdo ao Grupo Exercitado (p<0,05)
¢ - Diferenga com relagéo ao Grupo Privacéo de Sono (p<0,05)

3 Controle
B Exercitado
= PS

O EXPS

IS
g

w
i

-
o
1

Tempo de Permanéncia (seg.)
nN
o

0.

LCE - Apb6s PS

= PS
0 EXPS

a - Diferenca com relagdo ao Grupo Privagdo de Sono (p<0,05)

80

60

404

Namero de Entradas

204

04

o T

LCE -

Comparativo Entre os Grupos

- Diferenca com relagdo ao Grupo Controle (p<0,05)
- Diferenga com relagéo ao Grupo Exercitado (p<0,05)
C - Diferenga com relagéo ao Grupo Privagéo de Sono (p<0,05)

3 Controle
Em Exercitado
= PS

= EXPS

D

LCE-Apbs PS

S
S

Numero de Entradas
~
S

0

= PS
O EXPS

a - Diferenga com relagdo ao Grupo Privagéo de Sono (p<0,05)

Tabela 4. Dados descritivos da ansiedade através do teste comportamental Labirinto em cruz
elevado (LCE), antes e ap6s a PS dos grupos controle, exercitado, PS e EXPS

Grupos

Controle
Exercitado
PS
EXPS

LCE

(Tempo de permanéncia)

40,33 £5,35
36,36 £ 5,95
40,61 + 6,35
42,94 + 4,80

LCE - apds PS

(Tempo de
permanéncia)

23,66 + 5,38
13,78 £ 2,74

LCE
(N.de entradas)

60,54 + 7,05
47,70 £ 1,50
45,10 + 4,46
49,62 + 1,49

LCE apos PS
(N.de entradas)

44,58 + 4,57
39,49 + 3,95
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7 DISCUSSAO

Este estudo avalia os efeitos da PS e do exercicio sobre o metabolismo lipidico e
glicémico. Mostra ainda, as acdes do exercicio e da PS, e sua combinacdo, sobre a
metabolomica cerebral, demonstrando que ambos modificam tanto o hipocampo quanto o
cortex cerebral. Foram ainda estudados padrGes de comportamento envolvendo depressao,
memoria executiva/espacial e ansiedade. A seguir, tais achados, as implicacdes desses
resultados e as evidéncias disponiveis relacionadas ao assunto serdo discutidos.

Vale considerar que as fontes mais importantes de energia durante o exercicio sdo
0s carboidratos e os lipidios. As fontes dos carboidratos s&o a glicose sanguinea, o glicogénio
muscular e o glicogénio hepatico (MUL et al., 2015). As taxas de oxidacdo do carboidrato
exogeno tipicamente alcancam 1g/min durante o exercicio quando ampla quantidade de glicose
é disponivel. A presenca de fructose aumenta o pico da taxa méxima de oxida¢do da glicose em
46% (TROMMELEN et al., 2017).

As relacdes entre a glicose e seus metabolitos e as fungdes bioldgicas ainda nao
estdo totalmente compreendidas. Por exemplo, evidéncia indica que o exercicio intermitente de
alta intensidade (EIAI) melhora a funcéo executiva. Essa melhora é atenuada pela repeticdo do
EIAI o que tem sido atribuido a reducao dos niveis de lactato para o cérebro (HASHIMOTO et
al., 2018). Tais achados mostram que o controle do metabolismo glicidico e suas funcdes é
complexo e sujeito a influéncias diversas. Por exemplo, a cafeina inibe a producédo de glicose
enquanto que o exercicio mais a cafeina combinada ao exercicio restabelece a capacidade
gliconeogénica do figado (GILGLIONI et al., 2016). Tosos esses achados mostram a
complexidade do controle do metabolismo glicidico e lipidico, e a influéncia de fatores

associados.

Com relacdo a influéncia do exercicio no metabolismo da glicose, foi demonstrado
primeiramente que, em condi¢Bes basais e sem desafios adicionais, 0 exercicio aumenta
inicialmente a sensibilidade a glicose e a insulina e, apés algum tempo, obtém energia dos
acidos graxos livres e reduz a atividade da glicose e da insulina. O exercicio cronico revela-se
assim uma ferramenta potencial para uma redugdo de glicose, desejavel em pacientes

diabéticos. Sendo ferramenta adicional para a controle da glicose (BOULE et al., 2005).
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Nesse trabalho e em concordancia com relatos anteriores, o exercicio aumentou a
glicose sérica, os niveis de lactato e triglicerideos (HUGHSON; WEISIGER; SWANSON,
1987). Os niveis sericos de glicose e triglicerideos foram marcadamente reduzidos pela PS e
também foram reduzidos nos camundongos do grupo exercitado e submetido a PS (EXPS),
reafirmando os efeitos deletérios da PS extrema (ALVARENGA et al., 2012). A privacdo
paradoxal do sono tem sido associada a acentuada perda de peso e hipoglicemia (BRIANZA-
PADILLA et al., 2016).

Os animais que se exercitaram antes da PS apresentaram niveis restaurados de
triglicerideos e colesterol no figado, ou seja, 0 exercicio reverteu a deplecéo lipidica desviada
do figado associada a PS. Tais achados confirmam que a resposta metabdlica ao exercicio é
influenciada por condigdes preexistentes (HERNANDEZ-TORRES et al., 2009), reforcando o
conceito geral de exercicio como ferramenta de protecdo (PERRY et al., 2007). De forma
detalhada, as medidas lipidicas foram modificadas de forma varidvel no presente experimento.
O EX aumentou os triglicerideos séricos e, inversamente, a PS e o EXPS reduziram 0s
triglicerideos. Somente o exercicio reduziu o colesterol LDL e a PS e EXPS aumentaram o
colesterol LDL.

O exercicio aumentou os niveis de colesterol VLDL e, por outro lado, os niveis de
colesterol VLDL foram reduzidos em camundongos submetidos a PS e EXPS. Em suma, 0s
resultados atuais mostram que 0s animais submetidos a PS e EXPS apresentaram 0s niveis
indesejaveis de aumento do colesterol LDL e reducao do colesterol VLDL, Em concordéncia
parcial, a PS tem sido associada a HDL baixo e triglicerideos elevados (KINUHATA et al.,
2014). Curiosamente, o0s niveis séricos de colesterol total ndo foram alterados em todos 0s
grupos.

Aceita-se que o exercicio exerca efeitos agudos e crbénicos nas concentracoes
plasmaéticas de lipidios e lipoproteinas. A resposta aguda seria uma a¢do redutora sobre 0s
triglicerideos; a resposta cronica estaria ligada a reducdo do colesterol. No presente trabalho, o
colesterol sérico permaneceu praticamente inalterado em todos os grupos. Classicamente, em
estudos clinicos, o exercicio aerobico combinado com dieta de baixa caloria reduz os niveis de
peso, circunferéncia da cintura, colesterol e triglicerideos (PEDERSEN et al., 2019). Tais
alteracdes precisam ser compreendidas considerando que em situacgdes clinicas, como ocorre
na PS comumente associada a apneia do sono, a redugdo da resisténcia a insulina e o

sobrepeso/obesidade sdo de ocorréncia frequente.
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Recentemente, tem sido reconhecida a influéncia que alteraces na disponibilidade
de substrato tém sobre as adaptacOes de respostas. A disponibilidade de combustivel é um
regulador crucial de muitos eventos bioquimicos e de sinalizacdo celular, cruciais para a
resposta metabdlica ao exercicio e sua influéncia estimuladora no colesterol hepatico e
triglicerideos (HAWLEY, 2017).

Com relacdo aos testes comportamentais, o exercicio melhorou a memoria espacial
e a funcdo executiva reveladas no teste do Y-maze. Em corroboracao a esses achados, estudo
anterior mostra que o exercicio prolongado alivia o déficit de memoria induzido pelo estresse
croénico. O mesmo estudo argumenta que o aumento dos niveis de AMPK-fosforilado e BDNF
no hipocampo podem justificar a melhora da memoria (KIM; LEEM, 2016).

Pode-se afirmar que os efeitos da PS sobre a depressdo sdo complexos. Por
exemplo, sabe-se que, clinicamente, ins6nia ou a reducdo das horas de sono associa-se a
depressdo. A depressdo também desencadeia a manifestacdo de insdnia observando-se entdo
uma relagéo bilateral entre insonia e redugéo das horas de sono e depresséo (GRONEMANN
et al., 2020).

Por outro lado, de forma inversa, a PS aguda melhora os sintomas depressivos,
porém, sabe-se que esse efeito ndo é duradouro e provavelmente relaciona-se a variagdes de
neurotransmissores (TOLLE, 1980). Foi demostrado que a PS s6 ou em combinacdo com
medicamentos consegue reverter um estado de mania para hipomania em pacientes bipolares
(COLOMBO et al., 1999).

Em estudo utilizando tomografia computadorizada por emissao de foton Unico ou
SPECT, uma reducdo da ocupacdo dos receptores dopaminérgicos D2 nos ganglios da base foi
observada nos pacientes que melhoram os sintomas depressivos apds a PS. Tal achado sugere
gue um aumento da liberacdo de dopamina estd envolvido no mecanismo de melhora da
depressao apos a PS (EBERT et al., 1994).

Tem sido largamente demonstrado que o exercicio associa-se clinicamente a
melhora dos sintomas depressivos e do sono (SILVESTRI et al., 2019; VIANA et al., 2019).
Outros estudos mostram os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre 0 comportamento
depressivo (GROSZ; FARMER, 1972; PITTS, FERRIS; MCCLURE, JAMES, 1975).

No presente estudo, a PS isoladamente ndo produziu alteracdo no comportamento
depressivo. No entanto, a avaliagdo do comportamento depressivo mostrou que 0 exercicio
seguido de PS aumentou a depressdo. Deve ser considerado que nesse modelo de PS extrema,
o exercicio funcionou como estresse adicional para o animal justificando o aumento do

comportamento depressivo.
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Na avaliagdo de memoria executiva, 0 grupo exercitado previamente a PS
apresentou melhora da memoria de trabalho. Muitos estudos apresentam resultados positivos
em relacdo aos efeitos do exercicio sobre a memoria, associando multiplos fatores aos processos
de melhora da memoria (GIBBONS et al., 2014; MOLLOY et al., 1988; XIONG et al., 2015).

Através do teste LCE, um instrumento cléssico utilizado em experimentos,
podemos avaliar o nivel de ansiedade, e a medida utilizada para avaliacdo foram o tempo e
numero de entradas no brago aberto. No presente estudo, ndo houve diferenca entre 0s grupos
estudados apos a PS.

O presente experimento testa os efeitos do exercicio aerébico cronico em condi¢des
basicas e em animais submetidos a PS extrema. Sabe-se que a PS extrema é uma situagdo com
risco de vida. Apesar da PS extrema ser diferente do débito cronico do sono de quantidade
variavel geralmente observado em situacdes clinicas, este modelo é Gtil para examinar variacdes
bioldgicas, por exemplo mudangas comportamentais e bioquimicas.

O estudo atual avaliando a metaboldmica cerebral revela de forma importante que
0 exercicio prévio recupera os niveis de metabdlitos a padrées semelhantes aos do controle.
Tais niveis de metabolitos que se apresentam depletados pela privacdo de sono, sdo entdo
recuperados ou protegidos nos animais que foram previamente exercitados. Em geral, 0 cortex
e 0 hipocampo apresentaram composic¢ao semelhante. No entanto, nesse trabalho, o hipocampo
foi menos afetado em semelhanca a estudo anterior que também avalia o efeito do exercicio em
um modelo de privacdo de sono (YOON et al., 2019).

Os principais compostos do cortex afetados pela PS foram: etanol, lactato, colina,
alanina, GABA, taurina, &cido n-acetil-aspartato, creatina e mio-inositol. E os principais
compostos do cortex afetados pelo exercicio foram: etanol, colina, alanina, GABA, acetato e
mio-inositol. Vale ressaltar que o exercicio seguido de PS teve composi¢bes semelhantes ao
controle, levantando a hipOtese de que o exercicio prévio protege o cortex das alteracdes
causadas pela PS.

Os principais compostos do hipocampo recuperados nos animais previamente
exercitados seguido de PS foram: etanol, glutamato, taurina, acido n-acetil-aspartato, creatina
e mio-inositol. Vale ressaltar que o exercicio apresentou composi¢fes semelhantes ao grupo
controle (QUANSAH et al., 2017; WESLEY et al., 2019).

LimitacOes do estudo
Como limitacdo do estudo deve ser considerado que esse estudo avalia um modelo

animal de privagdo de sono e exercicio e inferéncias extensivas a situagdes clinicas sdo
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limitadas. No entanto, a vantagem do estudo em animais de experimentagéo consiste no acesso

a estudo tecidual importante para a compreensédo dos eventos associados a PS e ao EX.

7 CONCLUSAO

Em conclusdo, o estudo atual mostra que o exercicio e a privacdo de sono
modificam padrdes de comportamento e metabolicos. O exercicio, provavelmente funcionando
como estresse adicional para o animal, quando combinado a privacdo de sono aumentou o
comportamento depressivo nos animais.

Os animais submetidos a privacao de sono apresentaram reducao extrema dos niveis
de glicogénio e lipidios no figado assim como aumento dos niveis indesejaveis de LDL. O
exercicio aumentou parametros potencialmente benéficos como VLDL. O exercicio aumentou
os estoques de glicogénio, colesterol e triglicerideos mesmo no animal privado de sono e
favoreceu o estoque de colesterol e triglicerideos no figado favorece a sobrevivéncia do animal.
Isso reforca a tese de que o exercicio trabalha pela homeostase e de acordo com as condicdes

prévias e basais.
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