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Resumo: S&o raros o0s estudos que associam alteragbes no sistema
nervoso entérico (SNE) a restricdo de sono. O objetivo deste projeto foi
analisar os efeitos da restricdo a seis horas diarias de sono durante 21 dias,
sobre os neurdnios dos plexos mioentérico e submucoso do célon proximal
de ratos. Foram utilizados 10 Rattus norvegicus com 30 dias de idade. Os
quais foram distribuidos aleatoriamente em grupo controle (GC) e, com
restricdo de sono (RS). O método de plataforma mdaltipla modificada foi
utilizado para manter os ratos em vigilia por 18 horas por dia, durante 21
dias consecutivos. ApGs esse periodo, foi realizada a eutanasia, os célons
proximais coletados, lavados e fixados. Preparados de membrana foram
obtidos por meio de microdissecc¢éo, corados pela técnica Giemsa. A analise
quantitativa foi realizada por contagem de neurdnios do plexo mioentérico e
submucoso. A analise morfométrica foi realizada com imagens capturadas
em um microscoépio de luz trinocular na objetiva de 100X. A area do perfil do
corpo celular e do nucleo de 100 neurénios bem como, a area do citoplasma
foi calculada. Os dados foram analisados com o software BioEstat 5.0. A
restricao de sono durante 21 dias, causou perda neuronal significativa no
plexo mioenterico de ratos.

Introducao

A restricio de sono pode exercer efeitos negativos sobre o sistema
imunologico e induzir processos patoldgicos associados que se somam a
danos no DNA, pela reducdo na capacidade de reparo e aumento da
sensibilidade celular ao estresse oxidativo (TENORIO et al., 2012).

Estudos que utilizam modelos animais submetidos a privacdo do sono
sugerem que a sonoléncia, fadiga, disturbios do humor, ansiedade e perda
da homeostase neuroendocrina sdo alteracdes comuns e sdo semelhantes
ao que ocorrem em seres humanos (VOLLERT et al.,, 2011; FERREIRA e
MARTINO, 2011). Essas evidéncias clinicas, decorrentes da reducdo do

sono, podem desencadear ou agravar problemas intestinais.
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O trato gastrointestinal (TG) é inervado por neurénios e fibras nervosas que
se organizam em plexos constituindo o SNE. Este € um sistema que possui
morfologia e funcdes muito complexas, abrangendo diversos tipos de
neurbnios que regulam a motilidade, a secrecdo e o fluxo sanguineo no
intestino delgado e grosso (FURNESS, 2006). No entanto, sdo raros os
estudos que associam tais alteracdes causadas pela restricdo de sono ao
SNE. Desta forma, ndés hipotetizamos que o0s plexos mioentérico e
submucoso do coOlon proximal de ratos estariam susceptiveis a danos
decorrentes da restricdo de sono.

Materiais e métodos

A privacdo de sono paradoxal (PSD) foi realizada durante 96 horas com o
uso do método de plataformas multiplas modificado. O periodo de 96 horas
foi escolhido porque estudos anteriores demonstraram que as alteracfes
mais draméticas no comportamento e em concentragées hormonais ocorrer
apos este periodo de PSD. Os ratos foram mantidos nas plataformas por 18
horas por dia, com inicio as 16 horas. Eles podiam dormir durante 6 horas,
das 10 as 16 horas todos os dias, durante 21 dias. ApOs esse periodo foi
realizada a eutanasia, o célon proximal de cada rato foi coletado, lavado,
identificado e fixado em formol acético. Um segmento do célon proximal de
cada rato foi lavado com solugdo salina a 0,9% pH 7,2, preenchidos e
imersos em solucdo fixadora de formol acético por 48 horas para
evidenciagdo da populacdo neuronal total. Os preparados totais da tunica
muscular e da tela submucosa foram dissecados e, os preparados totais de
ambos os plexos foram corados com solugcao corante de Giemsa em tampé&o
fosfato de Sorense para evidenciar a populacdo neuronal total. Foram
contados todos os neurbnios, no plexo mioentérico, presentes em 120
campos microscopicos e no plexo submucoso, todos 0s neurdnios
evidenciados em 50 campos microscépicos. A contagem foi realizada
diretamente ao microscopio fotdénico (Motic BL) com ampliagcdo de 400X.
Serdo mensuradas as areas do perfil do corpo celular e do nucleo de 100
neurénios, de cada rato. A area do citoplasma foi calculada a partir da
diferencga entre essas areas. Além disso, determinou-se a raz&o entre a area
do ndcleo e a area do corpo celular. A mensuracdo foi realizada com o
auxilio de um microscopio fotbnico, com objetiva de 100X. Os dados de
contagem neuronal foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e os de
morfometria ao teste de D’Agostino Pearson. Dados expressos como média
+ desvio-padrdo, para comparar dados entre 0Ss grupos controle e
experimental, utilizou-se teste t de Student, isto para amostras independente
e Mann-Whitney, considerando-se significantes valores de P menores que
0,05. Para executar as analises, foi utilizado o software estatistico.

Resultados e Discusséo

A mediana e os percentis 25 e 75 dos neurbénios no plexo mioentérico foi de
23 (15; 31) no GC, e 20 (11; 29) no RS (p<0,05) neurdnios em 120 campos e
no plexo submucoso foi de 14 (8; 20) no GC, e de 10 (6; 15) no RS. Houve
reducado significativa (p<0,05) do numero destas células no colon proximal
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de ratos submetidos a restricdo de sono. Estudos utilizando a restricdo de
luz por 22 horas realizados por Schwartz et al (2009) observaram que a
reducdo da producdo de melatonina, causa alteracbes na atividade
locomotora de ratos, devido a danos na inervagao vipérgica.
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Figura 1. (A) Mediana do numero de neurbnios no plexo mioentérico dos animais
submetidos a restricdo do sono; (B) Mediana do niumero de neurénios no plexo
submucoso dos animais submetidos a restricdo do sono.

Quanto a analise morfométrica dos perfis neuronais de ambos o0s plexos entéricos
do cdlon proximal de Rattus norvegicus privados de sono por 21 dias, ndo houve
diferenca significativa quanto a esta andlise quando comparamos aos animais ndo
privados de sono.

Conclusbes

Tendo em vista os resultados obtidos pode-se afirmar que a restricao de
sono durante 21 dias, causou perca neuronal significativa no plexo
mioenterico de ratos. Ja no plexo submucoso a reducao nao foi significativa,
entretanto, qualquer reducdo neuronal no plexo pode causar danos em todo
funcionamento do Trato Gastrointestinal.
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