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Resumo:

A restricdo de sono estd associada a diversos distarbios como
cardiovasculares, metabolicos, imunologicose intestinais. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da restricdo a seis horas de sono
por dia, durante 21 dias, sobre o niamero de células da glia entérica e
neurdénios do plexo submucoso do jejuno de Rattus norvegicus. Foi utilizado
0 jejuno de 10 Rattus norvegicus com 30 dias de idade. Estes foram
distribuidos aleatoriamente em grupo controle (GC), sem restricdo de sono,
e com restricdo de sono (RS). O método de plataforma multipla modificada
foi utilizado para manter os ratos em vigilia 18 horas por dia, durante 21 dias
consecutivos. Apos esse periodo, foi realizada a eutanasia, o jejuno de cada
rato foi coletado, lavado e fixado. Preparados totais da tela submucosa
foram obtidos através de microdisseccdo. Foram marcados pela
histoquimica de S100 e HuC/HuD que evidencia populacdo panglial e
neuronal. A andlise quantitativa foi realizada através da contagem total das
células da glia etérica e de neurbnios, presentes em 32 campos
microscopicos na objetiva de 16X. A andlise estatistica foi realizada no
programa GraphPad Prisma® 5.0, aplicando teste t de Student,
considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05) e os resultados foram
apresentados por média + desvio padréao. A restricdo de sono a 6 horas a
cada dia durante 21 dias promoveu diminuicdo na quantidade de CGE
periganglionar de ratos Wistar se comprado ao GC.

Introducao

A restricdo de sono é caracterizada por alteracdo no ciclo sono-vigilia. Pode
desencadear mudancas metabdlicas que estdo associadas a diversas
doencas, sendo um importante problema de saude publica (ALVARENGA et
al., 2015). Além disso, alteracbes no ciclo circadiano levam a perda da
homeostase neuroenddcrina.
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O Sistema Nervoso Entérico (SNE) é formado pelos plexos mientérico, entre
0s extratos das tunicas musculares, e submucoso quando localizado na tela
submucosa. O plexo submucoso coordena o fluxo sanguineo e a secrecéo
na tunica mucosa, suas funcdes dependem de neuromediadores que atuam
em conjunto e buscam a homeostase do trato gastrointestinal (TGI)
(FURNESS, 2012).

S&0 escassos os estudos que avaliam a relacdo da restricdo de sono e o
SNE. Portanto, nosso objetivo foi avaliar os efeitos da restricdo do sono no
plexo submucoso do jejuno de Rattus novergicus.

Materiais e métodos

O protocolo experimental foi previamente aprovado pelo Comité de Conduta
Etica no uso de Animais em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual de Londrina — UEL sob 0 n°3467.2014.86.

Delineamento Experimental

Foram utilizados 10 Rattus norvegicus, da linhagem Wistar com 30 dias de
idade, que foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos; o grupo
controle (GC) e o grupo com restricdo de sono (RS). Foi utilizado o método
de plataforma multipla modificada durante 21 dias consecutivos. Os ratos
pertencentes ao RS foram mantidos nas plataformas por 18 horas por dia.
Eles podiam dormir durante 6 horas todos os dias. Apds esse periodo foi
realizada a eutanasia e o jejuno foi coletado e fixado em paraformaldeido
4%.

Técnica de Imunohistoquimica

Um segmento de um centimetro do jejuno de cada animal foi submetido a
microdissec¢do, com auxilio de um estereomicroscépio, para obtencdo do
plexo submucoso. Posteriomente foi realizada a imunohistoquimica com a
marcacao pelos anticorpos priméarios anti-S-100 (marcador pan-glial) e anti-
HuC/HuD (marcador pan-neuronal), apés 48h foram incubados com
anticorpo secundario. Foram contados todos os neurdnios e células da glia
entérica presentes em 32 campos microscopicos de cada animal em
imagens capturadas por camera de alta resolucédo acoplada a microscopio
de luz com filtros para imunofluorescéncia e lente objetiva de 16x. As
imagens analisadas com o software para analise de imagens Image Pro-Plus
e os resultados expressos em mm?.

Andlise Estatistica

Para teste de normalidade utilizamos o teste de Shapiro-Wilk, que foi
considerado normal, entdo os resultados foram apresentados por média *
desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad
Prisma® 5.0, aplicando teste t de Student, considerando um nivel de
significancia de 5% (p<0,05).
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Resultados e Discusséo

A quantidade total de neurdnios do plexo submucoso, ndo apresentou
diferenca significativa no grupo RS se comparado ao GC, em todos os
ambitos analisados, neurdnios totais, periganglionares e intraganglionares
(Figura 1).
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Figura 1: Quantidade de neurénios totais, periganglionar e intraganglionar, presentes em 1
mmzZ do plexo submucoso do jejuno de ratos, submetidos a restricdo de sono (RS) em
relacdo ao grupo controle, ndo restrito (GC).

O SNE é um plexo ganglionar constituido do plexo mientérico e submucoso.
A principal funcdo do plexo submucoso é controlar o fluxo sanguineo,
secrecdo mucosa e absorcao de nutrientes(FURNESS, 2012). Nosso estudo
nao demonstrou alteracées nos neurdnios do plexo submucoso em animais
com restricdo de sono.

Os neurbnios sao células altamente especializadas que possuem diversos
mecanismos de sobrevivéncia(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O numero de CGE totais e intraganglionar ndo apresentou diferenca entre os
grupos. Porém, as CGE periganglionares do grupo RS apresentaram
diminuicao significativa (p<0,05) se comparada ao grupo nao restrito (Figura

2).
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Figura 2: Quantidade de CGEs, totais, periganglionar e intraganglionar, presentes em 1
mmz do plexo submucoso do jejuno de ratos, submetidos a restricdo de sono (RS) em
relacdo ao grupo controle, ndo restrito (GC). * representa p > 0,05.

As CGEs tém a funcédo de protecédo, nutricdo e suporte para os neurdnios do
SNE e estéo localizadas dentro e fora dos ganglios do plexo submucoso
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(GRUBISIC; GULBRANSEN, 2017). A restricdo de sono intensifica
processos inflamatérios que afetam o SNE (TENORIO et al., 2013). Neste
sentido, as CGEs periganglionares nédo estdo protegidas pela parede do
ganglio sendo mais susceptivel a inflamacéo intestinal.

Conclusbes
A restricdo de sono por 21 dias promoveu diminui¢cdo no nimero de CGEs
periganglionares de ratos Wistar.
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