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1.0 RESUMO

A dopamina é um neurotransmissor envolvido nos processos de geracdo de
emocdo e movimentos complexos. A alteracdo da transmissdo sinaptica
dopaminérgica tem sido implicada como um dos fatores de piora clinica em casos
psiquiatricos e neurologicos como Parkinson, esquizofrenia e desordem de
hiperatividade e déficit de atencdo. Individuos com essas condicbes tendem a
demonstrar distarbios de sono caracterizados por sonoléncia diurna excessiva,
distarbios do comportamento e laténcia diminuida do sono REM, assim como
alteracoes na arquitetura geral do sono. Diante disso, 0 objetivo do presente estudo
se encontra em verificar a acdo de uma droga moduladora do sistema dopaminérgico,
o haloperidol, na distribuigdo das fases do sono tardio em REM e de ondas lentas ao
longo de 4 horas de registros eletrofisiolégicos em camundongos. Para analise da
identificacdo e estagiamento do sono foram utilizados mapas bidimensionais de
estados (state-map) associados a eletromiografia. Posteriormente, para cada hora
foram feitas analises estatisticas comparando a quantidade e duracdo de episédios
de sono (REM e NREM) e vigilia entre os grupos salina e haloperidol. Por
conseguinte, nossos resultados mostram que o grupo haloperidol apresentou menor
percentual de REM durante sono tardio. Por fim, mais estudos se fazem necessarios
para entender como moduladores do sistema dopaminérgico, especialmente o
haloperidol, podem atuar como contributos participativos no déficit cognitivo de

pacientes que fazem o uso farmacolégico dessa medicacéo.

Dopamine is a neurotransmitter involved in the processes of emotion
generation and complex movements. The alteration of dopaminergic synaptic
transmission has been implicated as one of the clinical worsening factors in
psychiatric and neurological cases such as Parkinson's, schizophrenia and attention
deficit and hyperactivity disorder. Individuals with these conditions tend to
demonstrate sleep disturbances characterized by excessive daytime sleepiness,
behavioral disturbances, and decreased REM sleep latency, as well as changes in
general sleep architecture. Therefore, the aim of the present study is to verify the
action of a drug that modulates the dopaminergic system, haloperidol, in the
distribution of late sleep phases in REM and slow waves over 4 hours of

electrophysiological recordings in mice. To analyze the identification and staging of



sleep, two-dimensional state maps (state-map) associated with electromyography
were used. Subsequently, for each hour, statistical analyzes were performed
comparing the number and duration of sleep episodes (REM and NREM) and
wakefulness between the saline and haloperidol groups. Therefore, our results show
that the haloperidol group had a lower percentage of REM during late sleep. Finally,
further studies are needed to understand how modulators of the dopaminergic
system, especially haloperidol, can act as participatory contributions in the cognitive

deficit of patients who use this medication pharmacologically.

2.0 INTRODUCAO

2.1 SONO

Todos nds dormimos e estamos familiarizados com esse fenbmeno desde que
nascemos. Entretanto, chegar a um consenso quanto a definicdo exata sobre o que &
dormir, constitui uma tarefa dificil, sobretudo na neurociéncia. 1Isso porque 0 sono bem
como a sua necessidade ndo € homogéneo para todos os animais(SIEGEL, 2008).
De modo geral, dormir pode ser definido como um estado diminuido de respostas
sensodrias e imobilidade muscular, que acontece periodicamente sendo regido por um
ciclo circadiano, cuja privacao tende a resultar em mecanismos de rebote (SIEGEL,
2008).

Mas sera que o0 sono é igual para todos os animais? Quando falamos de
mamiferos, dois tipos de sono sdo preponderantes: sono Ndo-Rem (sono de ondas
lentas) e sono REM. A nivel neuronal, o sono ndo-REM ¢é caracterizado por uma
intensa reducao na atividade do tronco cerebral (SIEGEL, 1990). No prosencéfalo, a
atividade neuronal diminui durante a vigilia tranquila com predominancia de padrdes
irregulares de disparos neurais. Nao obstante, a presenca de ondas lentas de alta
voltagem e de fusos de sono aparecem a nivel de neocortex, com minima liberacéo
de acetilcolina (LAPIERRE et al., 2007).
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Em contraste ao sono ndo-REM, o sono REM em mamiferos é caracterizado
por um padréo de atividade elétrica similar aos estados de vigilia na maior parte das
regides encefalicas. Neurbnios do tronco cerebral estdo em geral, bem ativos durante
essa fase, assim como neurdnios corticais que quando ativos durante o sono REM
exibem um padréo eletroencefalografico muito proximo do padréo da vigilia (SIEGEL,
1990).

Dessa forma, podemos fazer a pergunta: serd que o sono evoluiu de modo
distinto para cada género animal diferente? Serd que a falta de sono interfere na
cognicao desses bichos? Um levantamento da literatura acerca do tema revela que a
evolucéo foi capaz de produzir espécies que possuem estados de vigilia tranquila
como um substituto para o sono (SIEGEL, 2008). A exemplo disso, em anfibios,
especificamente na ra-touro Rana catesbeiana uma espécie de ciclo diurno, mostrou
niveis de responsividade variante ao longo do ciclo circadiano. Em periodos de maior
inatividade, o grau de responsividade a pequenos estimulos era maior do que
periodos em gque esse animal estaria sob estado de vigilia (ALLAN HOBSON, 1967).
Acredita-se que isso aconteca devido a maior vulnerabilidade a predacdo desses
animais que descansam sem diminuir graus de vigilancia em relacdo ao ambiente
(ALLAN HOBSON, 1967)

N&o obstante, nas tartarugas Terrapene carolina ocorre uma quiescéncia
comportamental acompanhada de uma reducao de 29% no grau de responsividade a
estimulos ambientais cuja laténcia de resposta leva 0,44 segundos a mais para
acontecer. Além disso, os correlatos eletroencefalograficos tendem a aumentar
durante a interrupcdo desse comportamento quiescente (FLANIGAN et al.,
1974). Alguns estudos buscaram definir o padrdo de sono REM através do registro
neuronal dessas tartarugas. Eles observaram que ndo houve ativacdo do tronco
cerebral durante os estados quiescentes como observado no sono REM (EILAND;
LYAMIN; SIEGEL, 2001). Ao contrario, acharam uma reducao geral e acentuada na
atividade neuronal imediatamente apds o fim da vigilia, com poucos picos entre 30ms-
80ms relatados ao EEG, observados apenas em estados de repouso, embora
nenhuma onda lenta tenha sido de fato encontrada nos registros de EEG do
prosencéfalo (SIEGEL, 2008).
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Logo, se faz necessario um estudo mais detalhado acerca desse fenbmeno, o
sono, tdo distinto e amplamente distribuido ao longo dos diferentes géneros e
espécies.

2.2 ESTAGIAMENTO DO SONO.

O ciclo normal de sono e vigilia acontece a medida que diferentes sistemas
neurais sdo ativados ou desativados. Em 1953, Nathaniel Kleitman e Eugene
Aserinsky mostraram mediante registros Eletroencefalogréaficos de individuos normais
gue o sono é, na verdade alternancia de diferentes estagios que acontecem em uma
sequéncia especifica. A caracterizacdo dos estagios de sono € medida,
principalmente, através do eletroencefalograma, eletrooculograma e eletromiograma
(Fernandes RMF, 2006).

Nos seres humanos, sucessivos estagios de sono acontecem dentro da
primeira hora acompanhados de uma espécie de letargia. A partir desse momento o
espectro de frequéncias obtido pelo EEG desvia para valores mais baixos,
aumentando ligeiramente a amplitude das ondas corticais. A esse periodo de
sonoléncia inicial, da-se o nome de estagio | do sono. Posteriormente, o Il estagio,
caracteriza-se por um decréscimo adicional na frequéncia das ondas do EEG,
aumento da amplitude e a presenca de algumas oscilagdes de alta frequéncia, os
chamados fusos do sono (descargas peridédicas que acontecem entre 12-14Hz),

resultado das interacdes entre neurdnios talamicos e corticais (PURVES et al., 2004).

No Il estagio do sono, caracterizado como sono profundo, o nimero de fusos
tende a diminuir juntamente com frequéncia do componente principal das ondas do
tracado do EEG, concomitantemente com o aumento ainda mais pronunciado da
amplitude do sinal. Ademais, o nivel mais profundo, o estagio IV mais conhecido como
sono de ondas lentas, caracteriza-se pela presenca de oscilagdes de muita baixa
frequéncia (0,5-2Hz) e alta amplitude, chamada de ondas delta possivelmente fruto
da atividade elétrica de neurbnios corticais. Do estado mais superficial ao mais
profundo, leva-se em torno de 1 hora. Juntos, a esses 4 estagios chamamos de sono
Nao-REM (PURVES et al., 2004).
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Em condi¢cdes homeostaticas, apos um periodo habitual de sono profundo, um
estagio bem diferente, composto por movimentos oculares rapidos, denominado de
sono REM aparece. O sono REM ou sono paradoxal, é assim chamado pela presenca
de atonia muscular e um padréo oscilatdrio similar as ondas da vigilia observados no
EEG (PURVES et al., 2004). Outro aparente paradoxo € que, mesmo essa atonia
muscular presente e bem caracterizada, movimentos corporais fasicos e erraticos
podem ser observados em diferentes grupos musculares, principalmente face e

membros, bem como emissdo de ruidos sonoros (Fernandes RMF, 2006).

Ao eletroencefalograma, sao observadas ondas em aspecto serrilhado, cuja
atividade ritmica ocorre na faixa Delta a Teta consistindo uma assinatura grafica do
sono REM (PURVES et al., 2004). Outros comportamentos caracteristicos sao:
movimentos rapidos dos olhos observados ao EOG, irregularidades de padréo
respiratorio, possivelmente acompanhados de bradipneia episddica, taquipneia e
pausas centrais em periodos de tempo inferiores a 10 segundos (PURVES et al.,
2004). Irregularidades fisiolégicas na frequéncia cardiaca podem acompanhar
variabilidade respiratéria no sono REM (PURVES et al., 2004). Ademais, essa € uma
fase essencialmente caracterizada pela presenca de sonhos, manifestacbes de
conteudos emocionais e sinestésicos cujo enredo sequencial é possivel de ser
relembrado e, a ativacdo autondmica pela intensidade de seu conteudo pode

reverberar para emisséo de sons e falas (Fernandes RMF, 2006).

Nesse sentido, apds cerca de 10 minutos em sono REM, o encéfalo estabelece
um ciclo de volta ao sono ndo REM. Assim, 0 sono de ondas lentas repete-se uma
vez mais, no segundo periodo desse ciclo continuo, ocorrendo em uma noite apenas
dois estagios de sono ndo REM. Em média, durante uma noite acontecem 4 episédios

de sono REM, com duracdes cada vez maiores (PURVES et al., 2004).

Entretanto, a distribuicdo desses estagios de sono nao é igual para todos os
animais. Por exemplo, nos mamiferos terrestres (que somam mais de 4000 espécies
com diferencas intraespecificas) os camundongos, possuem um ciclo de 12 horas
claro/12 horas escuro, cujo periodo de maior atividade é o noturno. Seu sono é

dividido em sono REM, NREM assim como nos humanos, cuja alternancia entre os
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ciclos é polifasica (YAMABE et al., 2019), ou seja, os ciclos de sono acontecem varias

vezes ao longo de um dia.

N&o obstante, em mamiferos marinhos o sono pode acontecer em apenas um
hemisfério cerebral por vez (SIEGEL, 2008). Em otariideos, como os ledes, lobos
marinhos e focas, o sono diverge durante os periodos terrestres e aquaticos. Em terra,
0 sono em focas tem o EEG sincronizado bilateralmente e o animal fecha os dois olhos
alternando entre fases de sono REM e NREM. Entretanto, em ambientes aquaticos, o
sono apresenta-se sob um padrdo de comportamento assimétrico, com uma das
nadadeiras ativas para manutenc¢ao da posicéo corporal enquanto a outra esta inativa.
A foca entdo pode apresentar ondas lentas em um hemisfério com o olho contralateral
fechado enquanto que o outro olho permanece parcialmente aberto criando assim, um
perfil de sono paradoxal em que metade do cérebro e do corpo se encontram

“adormecidos” e a outra metade “acordada” (SIEGEL, 2008).

Em paralelo, em golfinhos e outros cetaceos, como a baleia beluga, a situacao
€ um pouco diferente. Esses animais apresentam o sono sob a forma de ondas lentas
uni-hemisféricas, ndo apresentando ondas de alta voltagem bilateralmente (STAFNE;
MANGER, 2004). Nesse sentido, algumas vezes eles nadam e flutuam na superficie
sob a presenca dessas ondas lentas. Todavia, o que diferencia esse grupo de animais
dos otariideos é que eles ndo apresentam assimetria na sua atividade motora, ao
contrario do comportamento observado nas focas (STAFNE; MANGER, 2004).

2.3 CRONOBIOLOGIA

Entender a manutencdo do ciclo de sono-vigilia por uma perspectiva
neuroenddcrina e neuroquimica € compreender como 0 corpo humano € capaz de
adequar o seu bioritmo aos ciclos de claro-escuro guiados por elementos externos e
internos que interagem como indicadores. Dessa forma, a luz do sol e o calor do dia,
a escuriddo da noite, as marcacgdes dos reldgios, o barulho dos carros da cidade e de
animais como galos e passaros compdem uma conjuntura de elementos
condicionantes a organizacao temporal de atividades biolégicas as quais criam rotinas

e padrdes de ciclos circadianos.
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Endogenamente, ciclos complexos de secre¢do hormonal, neurotransmissores
bem como alguns centros encefalicos associam-se aos marcadores externos
permitindo uma variagdo do biorritmo natural entre repouso e atividade no ciclo
circadiano (PURVES et al., 2004). Um dos centros encefalicos importantes para esse
processo € o nucleo supra-optico, localizado no hipotalamo anterior. Este, recebe
impulsos luminosos carreados pelo nervo éptico sendo a luz um dos marcadores
externos que regulam as funcdes enddcrinas desse sistema. Além disso, a
luminosidade modula o funcionamento da glandula pineal, responsavel pela secrecao
de melatonina, a qual em sua instancia tem a funcionalidade de induzir e indicar o

preparo do sistema para uma noite de sono (PURVES et al., 2004).

N&o obstante, a sua secrecdo tende a seguir um padrdo programado, sob
influéncia da luz ambiental cujo pico ocorre nas primeiras horas da noite considerado
0 portdo de entrada para o sono. Embora a melatonina ndo seja o Unico neuro-
hormonio a participar desse processo, 0 prejuizo na sua producao e secrecao tende
a atrasar o ciclo circadiano e, consequentemente gerar dificuldade em iniciar estados
de sonoléncia (PURVES et al., 2004). Ademais, outros horménios, como o do
crescimento e a testosterona, tém seu pico de secrecdo durante o sono NREM de
ondas lentas. Por essa razéo, a fragmentacdo do sono em criancas pode levar a um

déficit significativo no desenvolvimento estatural (FERNANDES, 2006).

Outros mecanismos enddgenos sincronizadores do ciclo sono-vigilia, partem
do aumento dos hormdnios tireoidiano, cortisol e insulina, nas primeiras horas da
manha, cuja funcdo é dar inicio a vigilia seja por aumento da taxa metabdlica, pelo
aumento da glicemia ou pela utilizacao da glicose pelas células. Nesse sentido, certos
neurotransmissores sao importantes para a vigilia como substancia P, fator de
liberacdo de corticotrofina (CRF), fator de liberacdo de tireotrofina (TRF) e o peptideo
intestinal vasoativo. Por outro lado, neurotransmissores indutores de sono sao
hipocretina, orexina, beta-endorfina, encefalina e prostaglandina D2 (FERNANDES,
2006).

No somatorio dos mecanismos enddgenos, a variacdo da temperatura corporal

interna obtém destaque cuja variagdo soma 0,5° ao longo das 24 horas. Logo nas
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primeiras horas da manh@, a curva da temperatura corporal passa a subir, facilitando
0 estagio de vigilia, obtendo pico ao final da tarde, por volta das 16h-18h. Ao inicio da
noite, ela passa a decair chegando ao nivel mais baixo durante a madrugada,
facilitando a ocorréncia de sono REM (PURVES et al., 2004). A cronobiologia da
temperatura corporal é um dos fatores que influenciam o prejuizo de sono durante o
jet lag - termo cunhado para designar distirbios temporéarios de sono que viajantes
podem sentir quando cruzam para fusos horarios muito distintos. Isso acontece
porque a modulacdo da temperatura corporal ndo esta diretamente relacionada a
luminosidade, mas a uma adaptacao ritmica e temporal da rotina do individuo
(FERNANDES, 2006).

2.4 CENTROS GERADORES DO SONO

O fendmeno de sono e vigilia ocorre por uma série de interacdes excitatorias e
inibitérias em diferentes circuitos neurais. Em 1949, Horace Magoun e Giuseppe
Moruzzi descobriram, por meio da estimulacdo elétrica de um grupo de neurdnios
colinérgicos proximos a juncdes entre ponte e mesencéfalo, que essa regido
determinava um estado de vigilia e alerta (PURVES et al., 2004). A essa regido do
tronco encefalico foi nomeada posteriormente de sistema ativador reticular, dando a
entender que o estado de vigilia e alerta requer circuitos de ativacao especiais, que
nao dependem Unica e exclusivamente do estimulo sensorial externo. Na mesma
época, Walter Hess que a estimulacdo do talamo com pulsos de baixa frequéncia em
gatos despertos eram capazes de produzir sono de ondas lentas. A juncdo desses
experimentos foi entdo capaz de mostrar que o sono envolve uma interacdo de

padrdes entre talamo e cortex (PURVES et al., 2004).

Em relacdo ao sono REM, hoje se sabe que seus movimentos oculares rapidos
surgem porque na auséncia de um estimulo externo, sinais sdo gerados de forma
enddgena pela formacéo reticular pontina transmitidos a regido motora do coliculo
superior. Esses neurdnios coliculares, por sua vez, se projetam para Formacao
Reticular Paramedialpontina (FRPP) e para o nucleo intersticial rostral coordenando

a precisao temporal e a direcao dos movimentos oculares (PURVES et al., 2004).

O sono REM tem sua origem na formacdo reticular pontina que emite

oscilacdes ao cortex occipital através do nucleo geniculado lateral do talamo. Essas
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ondas geniculo-pontino-occipitais, servem como bons marcadores para entender a

entrada do sono REM no eletroencefalograma (PURVES et al., 2004).

Segundo Hobson et al 1989, através de imageamento por ressonancia
magneética e tomografia por emissdo de positrons, a fim de comparar a atividade
encefalica na vigilia e no sono REM, observou que as atividades da amigdala,
parahipocampo, tegmento pontino e coértex cingulado anterior aumentam no REM,
enquanto que as atividades do cértices pré-frontal dorsolateral e cingulado posterior
diminuem (PURVES et al., 2004).

N&o obstante, um dos componentes chave para ativacdo do sistema ativador
reticular sdo os nucleos colinérgicos préximos a juncao ponte-mesencéfalo cujas
projecdes vao para os neurbnios talamo-corticais. Nesse sentido, 0s neurdnios desses
nucleos produzem altas taxas de despolarizacdo durante a vigilia e no sono REM,
causando uma dessincronizacdo observada no EEG (um desvio de ondas de alta
amplitude, sincronizadas, para ondas de baixa amplitude e alta frequéncia,
dessincronizadas) sugerindo que a atividade dos nucleos colinérgicos no sistema
ativador reticular € uma das principais causas para os estados de vigilia e sono REM,
cuja quiescéncia € associada aos estados de sono profundo de ondas lentas
(PURVES et al., 2004).

Todavia, a atividade de neurénios colinérgicos néo € a Unica responsavel por
esses estados. Neurbnios adrenérgicos do locus coeruleus, neurbnios
serotoninérgicos dos nucleos da rafe e histaminérgicos do nucleo taberomamilar
(NTM) do hipotalamo participam através de uma ativacdo simultanea de redes
colinérgicas, monoaminérgicas e histaminérgicas para os estados de vigilia. A inibicdo
periddica desses trés circuitos, acontece por neurbnios do ndcleo préoptico
ventrolateral (POVL) do hipotdlamo. Acredita-se que a ativacdo desses neurbnios
contribua para o inicio do sono. Ja no sono REM, as monoaminas e serotonina sofrem
diminuicdo da sua influéncia, enquanto ha o aumento dos niveis colinérgicos
(PURVES et al., 2004).

2.5 DOPAMINA E SISTEMA DOPAMINERGICO
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A dopamina é um neurotransmissor produzido por neurdnios do tronco
cerebral, substancia nigra e area tegumentar ventral, que em conjunto formam os
nacleos de projecao difusa que compde o sistema dopaminérgico (COLEBROOKE et
al., 2006). Nesse sentido, as projecdes da substancia nigra ao nucleo estriado
associam-se as fun¢des de planejamento e execucao de movimentos motores simples
e sua porcao ventral esta associada a recompensa social (COLEBROOKE et al.,
2006). Em relacdo a area tegumentar ventral, seus axbénios projetam-se ao sistema
limbico e lobo frontal cujas vias relacionam-se ao processamento emocional e tomada
de decisdo (COLEBROOKE et al., 2006).

Em relag&o a sua estrutura bioquimica, a dopamina € classificada como uma
catecolamina cujo aminoacido tirosina é seu precursor. A tirosina recebe um
grupamento hidroxila através da acdo da enzima tirosina hidroxilase originando
DOPA. Em sequéncia, a DOPA perde um grupamento carboxila por meio da atuacao
da DOPA descarboxilase originando, assim, o neurotransmissor dopamina também

possivel precursor de noradrenalina e adrenalina (DALE; RANG, 2007).

Como neurotransmissor, sua acdo apos ser liberado na fenda sinaptica,
acontece sobre os receptores acoplados a proteina G, nomeados de receptores
metabotropicos, abrindo canais ibnicos por meio de segundos mensageiros, tanto em
neurdnios pré-sinapticos quanto em pés-sinapticos. Apos sua acao nos receptores, as
moléculas restantes sofrem reacfes catabodlicas provenientes do grupo de enzimas
MAO (monoamina oxidase) as quais convertem a dopamina em dihidroxifenilacético
(DOPAC) (DALE; RANG, 2007).

Atualmente, o sistema dopaminérgico possui cinco tipos de receptores,
subdivididos em duas grandes familias. A D1 composta pelos receptores D1 e D5, e
a familia D2 que inclui os receptores D2, D3 e D4. Dessa forma, na primeira familia,
0S seus receptores ativam a adenilatociclase enquanto que os receptores da segunda
familia se comportam como inibidores dessa enzima. Em geral, a expressdo desses
receptores acontece ao longo de todas as vias do sistema dopaminérgico com
distribuicbes diferentes cuja presenca, geralmente, apresenta fungcdo e efeitos
contrarios (DALE; RANG, 2007).
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2.6 DOPAMINA E SUA REGULACAO DO CICLO SONO-VIGILIA

Os neurbnios dopaminérgicos mais envolvidos na regulacdo dos ciclos de
sono-vigilia estdo localizados no mesencéfalo superior e recebem o nome de long-

length system ou “sistema de longa duracao” (MONTI; MONTI, 2007).

Um grupo de neurbnios dopaminérgicos inicia-se da substancia nigra
projetando-se até o striatum dorsal, enquanto que um segundo grupo projeta-se da
Area Tegmentar Ventral (do inglés, VTA) até: a) area septal; tubérculo olfatério; ntcleo
accumbens; complexo amidaloide finalizando no coértex piriforme (projecéo
mesolimbica), e b) areas do cértex pré-frontal medial; cingulado e entorrinal (projecao
mesocortical) (MONTI; MONTI, 2007). Nesse sentido, os nucleos mesencefalicos
dopaminérgicos de maior importancia, a substancia nigra (SNc), area tegmentar
ventral (VTA) e algumas estruturas correspondentes ao ganglio basal (striatum e globo
palido) recebem inervacdes de neurbnios do tronco cerebral, hipotdlamo e
prosencéfalo basal envolvidos diretamente na regulacdo homeostatica do ciclo sono-
vigilia (MONTI; MONTI, 2007)

Dentro dessa cenario, uma interacdo reciproca entre neurdnios
dopaminérgicos da SNc/VTA e nucleo da rafe dorsal (neurdnios serotoninérgicos);
Locus coeruleus (neurénios noradrenérgicos); nucleos tegmentares laterodorsais e
pedunculopontinos (contendo acetilcolina), nucleos tuberomamilares (contendo
neurdnios histaminérgicos), hipotalamo lateral (orexina), éarea preoptica e
prosencéfalo basal (contendo acetil colina e neurénios GABA) (MONTI; MONTI, 2007)

O que se sabe atualmente sobre a atuacao da dopamina na regulacao da vigilia
e do sono é em funcéo de dados obtidos a partir de 1) camundongos knockout para
receptores dopaminérgicos; 2) animais com perda celular induzida na SNc e VTA por
neurotoxinas; 3) estudos farmacolégicos que analisam os efeitos da interacdo entre
agonistas e antagonistas seletivos de dopamina em animais de laboratério (MONTI;
MONTI, 2007).

Wisor et al (WISOR et al.,, 2001) quantificou o ciclo sono-vigilia em
camundongos knockout homozigotos e heterozigotos e comparou com o ciclo sono-

vigilia de camundongos-irmdos selvagens. Em condi¢fes estaveis, camundongos
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homozigotos apresentaram aumento significativo de vigilia e diminuicdo no sono

NREM durante fase clara em comparagéo com o grupo heterozigotos e selvagem.

N&o obstante, administragcbes sistémicas ou intercerebrais de MPTP
(neurotoxina quimicamente similar & heroina) ocasiona perdas de células em nucleos
monoaminérgicos do tronco cerebral levando a uma sindrome semelhante & doenca
de Parkinson (WILLIAM LANGSTON et al., 1984). Injecdes sistémicas de dose Unica
(2 mg/kg) de MPTP suprimem de modo seletivo o0 sono REM por um periodo de 2-3
horas em gatos. Todavia, injecdes intercaladas de MPTP em doses de 5mg/kg durante
5 dias consecutivos reduzem o sono REM de tal modo que esse desequilibrio assim
permanece por um periodo de até 10 dias apdés a administracdo da ultima dose
(TAKADA,; LI; HATTORI, 1987).

Por dltimo, cada vez mais estudos levam em consideracdo a modulagéao
farmacoldgica da dopamina por meio da aplicagdo de agonistas e antagonistas
seletivos. A administracdo intravenosa ou intraperitoneal do agonista seletivo para
receptores D1 dopaminérgicos, SKF 38393, foi capaz de induzir dessincroniza¢do no
eletroencefalograma durante comportamento de excitacdo em coelhos e ratos
(PUNGOR et al., 1993). Entretanto, o antagonista D1, S C H 23390, produziu um
estado de sedacdo em macacos e coelhos durante o experimento (BO et al., 1987)
.Portanto, os estudos aqui mencionados tém tentando demonstrar que a sinalizacéo
modulada pela dopamina exerce uma fungéo importante na regulacdo e manutencao

homeostética do ciclo de sono-vigilia.

2.7 HALOPERIDOL

O haloperidol € um farmaco pertencente a primeira geracdo de antipsicoticos,
nomeados como tipicos. Atualmente, aqueles mais recentes também considerados
atipicos, como a clozapina e risperidona, diferenciam-se do anterior por uma menor
tendéncia em ocasionar efeitos motores adversos. Embora a atuacao do haloperidol
ocorra em uma variedade de receptores (adrenérgicos alfa, histaminérgicos H1,
colinérgicos muscarinicos e serotoninérgicos T-HT2), grande parte devido a sua
estrutura similar as butirofenonas, sua principal acdo antipsicotica acontece pela
ligacdo de forca antagbnica aos receptores dopaminérgicos, especialmente D2,

localizados na via mesolimbica e cortical. Por essa razdo, sua prescrigdo € utilizada
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no tratamento de casos esquizofrénicos, psicose induzida por drogas como LSD,
psilocibina, anfetamina, ketamina, fenciclidina, comportamento hiperativo e agressivo
e Doenca de Huntington (RANG & DALE, 2011).

N&o obstante, a evolucdo do tratamento pode vir acompanhada de efeitos
colaterais. Sonoléncia, morosidade e velocidade de resposta diminuida aos estimulos
externos sao relatadas, todavia, os usuarios podem facilmente despertar, realizar suas
atividades cotidianas mantendo fungdes cognitivas intactas. Com o passar dos dias,
os sintomas de alucinacao, delirios, ideias incoerentes e desorganizadas apresentam
melhoras significativas (RANG & DALE 2011).

Nesse sentido, os efeitos adversos recorrentes ao uso desse farmaco sdo
oriundos do seu antagonismo aos receptores acima mencionados. Sedacao,
hipotensdo ortostatica, letargia, boca seca, tremores, aumento de peso corporal,
inibicdo de peristaltismo, inducdo da secrecéo de prolactina como conseguinte, de
lactacdo; casos depressivos acompanhados de pensamentos suicidas diante de uso
prolongado, assim como efeitos extrapiramidais: distonia aguda e discinesia tardia
resultantes do bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2 (MONTI; MONTI, 2007).
Diante disso, as distonias agudas sao caracterizadas pela presenca de movimentos
involuntarios semelhantes aos observados na doenca de Parkinson. Costumam
acontecer logo nas primeiras semanas de tratamento e podem ser revertidos com a
retirada da medicacéo. Entretanto, para os casos de discinesia tardia composta por
movimentos involuntarios da lingua, face, tronco e membros, em torno de 20-40% dos
pacientes desenvolvem apds meses ou anos ao uso de antipsicoticos tipicos

tornando-se um quadro cronico e irreversivel (PATRICK, 2002)

Em relacdo aos parametros farmacocinéticos do haloperidol, seu pico
plasmatico acontece em um periodo de 6-8 horas em dose oral, e 20 minutos apos
administracao intramuscular. Sua biodisponibilidade oral é de 60-70% e o tempo de
meia vida média é de 24h apdés administracdo oral e de 21h sob aplicacao
intramuscular. Seu metabolismo é processado pelo sistema enzimatico da citocromo
P450, mais especificamente pelo CYP3A4 ou CYP2D6, apresentando taxas médias
de 92% de ligacdo a proteinas plasmaticas podendo ser excretado pelas fezes (60%)
e urina (40%) (PATRICK, 2002).
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2.8 HALOPERIDOL E EFEITOS SOBRE CICLO SONO-VIGILIA

Uma vez que a dopamina influencia na regulagdo do sono e no ritmo circadiano,
seria de esperar que drogas antagonistas aos seus receptores influenciariam nessa
dindmica. Em geral, tanto os antipsicéticos tipicos como atipicos tendem a promover
o efeito de sono, entretanto, ndo ha estudos substanciais definitivos acerca de como

eles interferem na estrutura global do ciclo sono-vigilia.

Nesse sentido, alguns estudos tém demonstrado através de medidas subjetivas
e recursos polissonograficos que ambos os tipos de antipsicoticos aumentam o tempo
total e a eficiéncia do sono, acompanhado de uma melhora nos aspectos clinicos.
Contudo, existem efeitos adversos nas a¢des dos diferentes medicamentos, que
alteram os parametros homeostaticos do ciclo, especialmente na percentagem do
sono REM. Os distintos perfis farmacoldgicos observados atuam em multiplos
sistemas neurotransmissores além da dopamina, que incluem: serotonina,

noradrenalina e histamina (Miyamoto et al., 2005).

Ademais, em um estudo onde a qualidade de sono em pacientes hospitalizados
era medido de modo subijetivo, distlirbios de sono foram persistentes na maioria dos
pacientes que faziam uso de antipsicéticos, demonstrando nesse contexto uma
limitada eficiéncia farmacoldgica em promover uma melhoria na qualidade do sono
(Waters et al., 2012).

O haloperidol e sua funcdo como antagonista dos receptores D2
dopaminérgicos, tem sido usado em estudos que buscam compreender como
bloquear esses receptores interferem na dinamica vigilia e sono. A aplicacao de altas
doses de haloperidol (0,02-1 mg/kg) tem demonstrado reduzir o tempo de vigilia,
aumentando os estagios de sono NREM e sua densidade de poténcia nas bandas de
baixa frequéncia. (MONTI et al., 1988).

Além disso, algumas evidéncias sugerem gue em camundongos saudaveis a

aplicagdo de haloperidol altere a composicdo e a dindmica do ciclo circadiano. A
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administracdo aguda de haloperidol é capaz de induzir a expressdo de Perl no
sistema nervoso central de ratos através de receptores NMDA e sinalizagdo por
CREB, prejudicando a ritmicidade de genes correlacionados a homeostase do ciclo
circadiano (VIYOCH et al., 2005).

N&o obstante, Anna Wirz-Justice et al observou durante 7 meses os efeitos
adversos que antipsicéticos ocasionavam sobre o ciclo circadiano de pacientes
esquizofrénicos ou doengas neurodegenerativas. A aquisi¢do dos resultados mostrou
que, apoés o inicio da administracdo de haloperidol em pacientes de estagios iniciais
da doenca de Alzheimer, os ciclos de repouso-atividade tornaram-se completamente
arritmicos por um periodo de 2 meses assim como, um declinio cognitivo importante
foi observado no mesmo periodo (WIRZ-JUSTICE; HAUG; CAJOCHEN, 2001).

Todavia, a administracdo de haloperidol ndo s6 afeta o ciclo circadiano e
funcdes motoras, mas também cognitivas. Franca et al, submeteu camundongos
injetados com haloperidol a tarefas de reconhecimento de objetos gravando
posteriormente, o ciclo de sono-vigilia. Como resultado, observou um decréscimo na
duracédo de sono REM entre o grupo haloperidol e o grupo veiculo (controle) onde a
diminuicdo de sono REM no grupo haloperidol foi correlacionada com uma menor taxa
de preferéncia desses animais ao reconhecimento de novos objetos (FRANCA et al.,
2015).

Diante disso, para formacdo de memorias hipocampais de longo prazo se faz
necessaria a sintese de novas proteinas requeridas ao remodelamento do
citoesqueleto de novas ou antigas espinhas dendriticas (HALL; THOMAS; EVERITT,
2000). Nesse sentido, a expresséao de varios genes é induzida durante a potenciagao
de longo prazo (do inglés, LTP), para a consolidacdo das memoérias. Esses genes
incluem os iniciais imediatos (IEGs), BDNF (fator neutrofico derivado do cérebro),
Zif268 e C/EBPB. No entanto, as cascatas bioguimicas que levam a formacao dessas
proteinas ndo acontecem de forma rapida, comecando 2 horas apos o inicio do
estimulo de potenciacdo. Logo, a estabilidade de uma LTP seja para remodelacéo,
aumento da densidade poés-sinaptica, alongamento de espinhas dendriticas ou
formacdo de sinapses de novo requer muitas horas e até dias (GR@NLI; SOULE;
BRAMHAM, 2014).
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Logo, o impacto da privagdo de sono na plasticidade sinaptica de longo-prazo
tem sido alvo de estudos na Ultima década. Estudos em roedores mostram néo so6 que
a memoria depende do sono, mas que o0 sono deve ocorrer dentro de uma janela
especifica pés-aprendizado (GR@NLI; SOULE; BRAMHAM, 2014). Mais
especificamente, o sono REM apresenta papel importante na consolidacdo da
memoria. Foi demonstrado que a privacao seletiva de sono REM imediatamente ou
apos 12 h da tarefa de aprendizado prejudicou a consolidacdo de memadrias em ratos
(WALSH; BOOTH; POE, 2011).

Voltando a questdo do haloperidol, sera que esse farmaco, interferindo na
arquitetura de sono, levaria a um déficit cognitivo de seus pacientes? Uma pergunta
ainda sem respostas concretas. Contudo, alguns estudos como o de Franca et al,
mostram que a administracéo do farmaco foi capaz de diminuir, imediatamente pos-
treino cognitivo até horas apds o tratamento, os niveis plasmaticos hipocampais de
fatores como pCaMKIl, Zif268 e BDNF, associados a consolidagdo de memoarias
(FRANCA et al., 2015).

Por fim, nossa pergunta visa entender como esse farmaco, o haloperidol, atua
na arquitetura do sono, possivelmente alterando a distribuicdo de sono REM,
analisando a presenca de efeitos tardios dessa droga na constituicdo do ciclo sono-

vigilia de camundongos.

3.0 OBJETIVOS

O presente trabalho objetiva investigar a acdo tardia ou de rebote de um
modulador dopaminérgico de acao antagonista ndo especifica sobre receptores D2, o
haloperidol, na arquitetura do Sono de ondas lentas (sono profundo), vigilia e REM
através da analise de mapas de estado e da mensuracdo da quantidade e duracéo
temporal dos episddios de todas as fases, ao longo de 4 horas de registros
eletroencefalograficos, mais especificamente, da hora 5 a hora 9 p0s injecdo de

farmaco .
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4.0 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS.

Para realizacédo desse estudo, o registro eletrofisiolégico de nove animais foram
escolhidos. Estes, pertenciam a um pool de 116 animais oriundos de pesquisas
anteriores (FRANCA et al., 2015), mas cujo critério de sele¢cdo tomou como base a
gualidade do registro a ser analisado. Nesse sentido, 9 machos adultos (2-5 meses)
passaram por cirurgias para implante de eletrodos e foram abrigados em gaiolas
durante 12h claro/12h escuro. O ciclo diario iniciava-se as 07:00, com comida e agua
ad libitum. Para adaptacdo bem como diminui¢éo do nivel de stress dos animais, eles
eram manipulados diariamente 10 vezes durante 5 minutos antes dos experimentos.
Todos os procedimentos realizados, do acondicionamento, cirurgias e testes
comportamentais foram realizados seguindo todos os protocolos do National Institutes

of Health, devidamente aprovado pelo comité de ética ELS-IINN (protocolo 08/2010).

4.2 TESTE PARA PREFERENCIA DE NOVOS OBJETOS.

O principio base do teste consistiu na observacao da tendéncia natural que os
roedores demonstraram em explorar o novo ambiente. A tarefa empregou 6 diferentes
objetos apresentados duas vezes em dias seguidos. Quatro desses objetos, foram
apresentados durante a primeira sessao exploratoria (duracédo de 10 minutos) sendo
2 deles posteriormente substituidos por objetos ndo-familiares na segunda sesséao,
24h depois. Nao obstante, todos os experimentos comportamentais analisados
tiveram inicio e término das 10:00h as 22:00h, respectivamente, cuja atividade deu-

se em aparatos de campo aberto nas dimensdes (50cm de diametro x 30cm de altura).

Seguido a exploracdo de novos objetos, os animais foram injetados com
solucéo salina ou haloperidol sendo permitido o livre comportamento desses animais
durante a primeira sessao. Para aqueles submetidos a eletrofisiologia, duas sessdes
pares de treinamento-teste foram realizadas com 7 dias de intervalo. A primeira com
injecdo de solucéo salina e a segunda com haloperidol. A locomocéao foi mensurada

como a distancia total percorrida pelo camundongo por sessao.

4.3 TESTE DE EXPOSICAO UNICO.
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Para as analises imuno-histoquimicas, foram utilizados camundongos
previamente expostos a 10 sessOes de ambientacéo (handling), e 10 minutos de uma
sessdo com 4 novos objetos, como descrito anteriormente. Todos 0s experimentos
foram conduzidos das 08:00 até as 10:00. Os animais receberam uma injecdo na
concentracao de 0.1mg/10g de haloperidol (0.3mg/kg) ou salina (0,9%) imediatamente
pos-exploracdo. Apds o experimento, os animais foram devolvidos as suas gaiolas

monitorando seu comportamento de vigilia (wake), sono de ondas lentas (sws) e rem.

4.4 IMUNOHISTOQUIMICA.

Os animais foram anestesiados com isoflurano e perfusionados com solucao
de paraformaldeido 4% em tampao fosfato. Os cérebros foram removidos e colocados
em solucdo 30% sacarose sob temperatura 4° por 24h. Posteriormente, 0s cérebros
foram congelados, frontalmente seccionados em 30 picnémetros no criostato (Zeiss),

descongelando-se em laminas de vidro.

4.5 INJECOES DO GRUPO VEICULO E HALOPERIDOL.

Os animais analisados foram submetidos a injecbes de solucédo salina (0,9
mg/kg) por via intraperitoneal anteriormente ao teste de reconhecimento de objetos.
Posteriormente, o mesmo grupo foi submentido a injecdo de haloperidol na
concentracdo de 0,3mg/kg por via intraperitoneal, e seus registros encefalografico

gravados por 12 horas.

4.6 REGISTROS DO CICLO SONO-VIGILIA

LFP e gravactes de video foram utilizadas em combinacéo para identificar os
diferentes periodos. A andlise espectral de LFP foi utilizada para identificar e
guantificar a ocorréncia de WK (vigilia), sono de ondas lentas e REM. O
comportamento bem como os registros eletroencefalograficos foram continuamente
observados e gravados em tempo real durante 12h. Entretanto, apenas o intervalo de

5-8 horas foi utilizado para comparagdes entre os tratamentos observados.
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Por fim, toda metodologia retratada até aqui foi realizada durante os
experimentos de Franca et al (FRANCA et al., 2015) . O nosso trabalho debrugou-se
sobre a andlise dos mapas de estados e hipnogramas a serem discutidos nos

proximos toépicos.
4.7 ANALISE DOS MAPAS DE ESTADO.

Para analise dos mapas de estado (state maps) foram utilizados os registros
eletrofisiolégicos de 12 animais, sendo 6 do grupo salina (controle) e 6 do grupo
haloperidol. Cada um dos animais obteve 12 horas de registros e para cada hora foi
analisado um mapa de estado.

Os mapas de estado ou state maps consistem em uma técnica grafica
multidimensional que utiliza duas faixas espectrais e medidas de coeréncia permitindo
a visualizacdo da dinamica de despolarizacdo em larga escala de grupamentos
neurais no ciclo sono-vigilia, com foco nas transicdes espontdneas entre esses
estados (GERVASONI et al., 2004)
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Figura 1. Representacdo bidimensional de estados cerebrais do ciclo sono-vigilia. O
state map (mapa de estado) representado na figura, mostra no quadrante superior
direito a regiao de atividade neural no sono de ondas lentas (SWS), enquanto que a
vigilia estd representada no quadrante inferior (WAKE) e no quadrante superior

esquerdo encontra-se a regiao de sono REM.

A selecdo das regibes de interesse é feita manualmente, levando em
consideracao os gréaficos auxiliares (a direita). Para sele¢éo da vigilia, considera-se a

regido mais ativa do gréfico de aceleragdo — uma vez que se subentende que nesse
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periodo o camundongo est4 mais ativo fisicamente. Para a sele¢cdo do quadrante de
sono profundo (SWS) foi utilizado como referéncia o grafico de ondas delta (cuja
frequéncia varia de 1.0-4,5Hz) uma vez que segunda a literatura vigente, esse tipo de
oscilagéo junto com oscila¢gdes mais lentas de frequéncia inferior a 1Hz, classificariam
melhor a entrada de sono NREM (ADAMANTIDIS; GUTIERREZ HERRERA; GENT,
2019) Nao obstante, para o0 sono REM, a selecéo foi feita com base na regiao de maior
intensidade de ondas Teta (baixa amplitude e elevada frequéncia, que em roedores
aparece na faixa de 6-9Hz) as quais caracterizam o sono REM principalmente quando
associados a auséncia de tbnus muscular (ADAMANTIDIS; GUTIERREZ HERRERA;
GENT, 2019)

Por fim, as regides correspondentes ao SWS ou sono NREM estéo localizadas
no quadrante direito superior, enquanto que o sono REM localiza-se na regido superior
esquerda e a vigilia na inferior esquerda. Os pontos que nao se determinam nos
grupamentos principais, formam parte das zonas de transicdes que foram assim

determinadas pela mudanca espectral mais rapida entre um cluster (grupo) e outro.

4.8 ANALISE QUANTITATIVA DOS EPISODIOS.

Para cada mapa de estado, um hipnograma, que constitui um grafico
representativo da macroestrutura do estadiamento do sono, foi gerado. A partir disso,
foram contados os numeros de episodios de cada estagio ao longo de uma hora e

computado em uma tabela.

Nesse sentido, para cada animal dos grupos (salina x haloperidol) foram
construidos 4 hipnogramas e computados 0s numeros de episodios respectivos de
sono REM, SWS e vigilia. Desses valores, foram feitas comparacdes estatisticas a
fim de saber se havia diferenca na distribuicdo de frequéncia desses estados para a

5°, 6°, 7° e 8° hora analisadas entre os grupos controle (salina) e haloperidol.
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Figura 2. Hipnograma da quarta hora do grupo controle. Nesse grafico observam-se
a macroestrutura de um ciclo de uma hora de registro em camundongos. Em
vermelho, observa-se as regibes de sono NREM (sws); em azul as regibes que

representam a vigilia e em verde as regides de sono REM.

4.9 ANALISE QUALITATIVA DA DURACAO DE CADA ESTAGIO DO CICLO
SONO-VIGILIA.

Foram contabilizados a duracéo (segundos) de cada episddio de sono NREM,
REM e vigilia para cada uma das 4 horas de registro, em ambos as aplicacdes de
salina e haloperidol. Essa contagem foi feita a partir de informacdes passadas pelo

hipnograma projetado a partir dos mapas de estado.

Os resultados obtidos foram computados em uma planilha Excel, cujo
somatorio final dos segundos em cada estagio (REM, NREM e Vigilia) foram usados
a fim de comparacéo entre as horas elegidas (5°, 6°, 7° e 8°) para os aplicacfes de
salina e haloperidol.

4.10 ANALISE ESTATISTICA.
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Os dados obtidos da analise dos episddios foram computados em tabelas,
divididas em numero de episodios contados em REM, NREM e vigilia, para ambos os
grupos (salina e haloperidol) para cada hora analisada (5°, 6°, 7°, 8° hora de registro).
Além da quantidade de episodios/hora foram também computados a quantidade de
segundos contados em cada um desses episédios considerados. Posteriormente, na
plataforma estatistica GraphPad Prism 5, foram realizados comparacdes estatisticas
nao-paramétricas pareadas (Wilcoxon signed rank test) e teste t pareado de Student,
conforme sugerido pelo teste de normalidade de Shapiro- Wilk.

5.0 RESULTADOS.

Das 12 horas de registros, foram selecionadas para analise apenas o intervalo
de 5-8 horas. Durante esse periodo, ndo foram observadas diferencas significantes
entre 0 grupo controle (salina) e o grupo haloperidol, com excecé&o no percentual de

tempo despendido em sono REM.

5.1 RESULTADOS DOS EPISODIOS NOS INTERVALOS DE VIGILIA;
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Figura 3 Efeito do haloperidol no numero de episdédios durante a vigilia.
Camundongos com eletrodos implantados foram injetados com solugéo salina (0,9%)

ou haloperidol (0.3mg/kg) e registrados no periodo de 5-8 horas apds a injecao.
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Realizamos o teste de Wilcoxon para comparacao dos dois grupos. Em ambas as

analises, ndo houve diferenca significativa com relacdo ao numero de episodios.

5.2 RESULTADOS DOS EPISODIOS NOS INTERVALOS DE SONO DE ONDAS
LENTAS (SWS);

60+

»
2

n° episédios
N
bid

T
Salina Haloperidol

Figura 4. Efeito do haloperidol no numero de episodios tardios de sono de ondas
lentas. Camundongos com eletrodos implantados foram injetados com solugéo salina
(0,9%) ou haloperidol (0.3mg/kg) e registrados de 5-8 horas apds a injecao.
Realizamos o teste de Wilcoxon para comparag¢do dos dois grupos. Em ambas as

analises, ndo houve diferenca significativa com relacdo ao numero de episédios.

5.3 RESULTADOS DOS EPISODIOS NOS INTERVALOS DE SONO REM,;

| T

n° episodios
VB

Salina Haloperidol

Figura 5. Efeito do haloperidol no numero de episédios tardios de sono REM.
Camundongos com eletrodos implantados foram injetados com solugéo salina (0,9%)

ou haloperidol (0.3mg/kg) e registrados de 5-8 horas apés a injecdo. Realizamos o
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teste de Wilcoxon para comparacdo dos dois grupos. Em ambas as andlises, nédo

houve diferenca significativa com relacdo ao niumero de episédios.

5.4 RESULTADO DO TEMPO DESPENDIDO (DURACAOQ) EM VIGILIA;

100+
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20+
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Figura 6 Efeito do haloperidol na duracdo de tempo despendido em vigilia.
Camundongos com eletrodos implantados foram injetados com solucéo salina (0,9%)
ou haloperidol (0.3mg/kg) e registrados de 5-8 horas apés a injecdo. Realizamos o
teste de Wilcoxon para comparacdo dos dois grupos. Em ambas as analises, nao

houve diferenca significativo com relacdo ao niamero de episodios.

5.5 RESULTADO DO TEMPO DESPENDIDO (DURACAO) EM SONO DE ONDAS
LENTAS (SWS);
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Figura 7. Efeito do haloperidol na duracdo de tempo despendido em sono de
ondas lentas. Camundongos com eletrodos implantados foram injetados com
solucéo salina (0,9%) ou haloperidol (0.3mg/kg) e registrados de 5-8 horas apés a
injecdo. Realizamos o teste de Wilcoxon para comparacdo dos dois grupos. Em

ambas as analises, ndo houve diferenca significativo com relacdo ao numero de

episodios.

5.6 RESULTADO DO TEMPO DESPENDIDO (DURACAO) EM SONO REM,;

T

Minutos
—
?
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Figura 8 Efeito do haloperidol na duracéo de tempo despendido em sono REM.

Camundongos com eletrodos implantados foram injetados com solugéo salina (0,9%)
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ou haloperidol (0.3mg/kg) e registrados de 5-8 horas apés a injecdo. Realizamos o

teste de Wilcoxon cujo valor de p para o haloperidol foi significante (*p=0,02).

6.0 DISCUSSAO

A regulacéo do ciclo sono vigilia requer uma orquestra de ativacéo e supressao
de diferentes grupos neuronais, bem como de diferentes neurotransmissores visando
uma regulacdo fina desse processo. N&o obstante, a dopamina é um dos
neurotransmissores que atua nessa dinamica e, embora seja mais reconhecida pela
sua atuagdo na memoria e na motivagéo, recentemente estudos tem acreditado papel

importante na manuteng&o do sono.

Nossos resultados mostram que a principio, ndo ha diferenca significativa entre
o percentual de episodios de sono NREM, REM e vigilia (Figura 3; 4; 5) entre os
grupos analisados e que a duracdo (quantidade de segundos contados em cada
episddio) também néo difere significativamente (Figura 6; 7) com excecao do sono
REM (Figura 8) que apresentou menor tempo de REM no sono tardio (da 5° até 8° pos
injecéo).

Diante disso, os resultados encontrados refletem o que a literatura ja tem
comentado acerca de como a privacdo de sono, especialmente o REM, afeta as
funcdes cognitivas do cérebro. Isso acontece porque apos a aquisicdo de um novo
aprendizado, a expressao de genes relacionados a plasticidade como Zif68, BDNF e
pCaMKIl aumenta. Entretanto, a presenca do haloperidol, tende a diminuir a

expressao desses genes nos neurénios hipocampais (FRANCA et al., 2015)

Além disso, em seres humanos, a consolidacdo de memorias de alta
complexidade que integram memadrias de procedimento & componentes emocionais
s&o mais vulneraveis a privacio de sono REM (GR@NLI; SOULE; BRAMHAM, 2014).
Ademais, durante o0 sono a maioria dos genes que sado expressos estao relacionados
a regulacdo da homeostase circadiana e de seus ritmos, estresse oxidativo e
metabolismo. Em camundongos, mudancas especificas que ocorrem a nivel de cortex
cerebral durante o sono envolvem a expressao de 2090 RNAs mensageiros (GRGNLI;
SOULE; BRAMHAM, 2014). Em seres humanos saudaveis, uma semana de privacio

de sono (apenas 6 horas por dia) foi capaz de afetar a expressao de 711 RNA's



34

mensageiros em células sanguineas quando comparados a individuos nao privados
de sono (GR@NLI; SOULE; BRAMHAM, 2014). Além disso, a insuficiéncia de sono
tem sido associada a baixa performance cognitiva durante testes de atencédo
(GR@NLI; SOULE; BRAMHAM, 2014). Todos esses estudos suportam a ideia de que
cascatas bioquimicas celulares sdo “recarregadas” durante o sono em busca de

otimizar suas funcdes na vigilia.

N&o obstante é importante salientar que a atuacdo do haloperidol ndo se da
somente em receptores D2 dopaminérgicos, mas atuam fracamente nos receptores
D1 assim como outros sistemas neurotransmissores, como 0 sistema serotoninérgico
e gabaérgico. Portanto, como a sua acado sobre esses diferentes receptores leva a
condicao de bloqueio de sono REM tardio? Em especial os dopaminérgicos? Estudos
mostram que uma dose alta de haloperidol em receptores D2 tem efeito na reducao
da vigilia e aumento de sono NREM, assim como um efeito na densidade de ondas
de baixa frequéncia (MONTI et al., 1988). Entretanto, seus efeitos em receptores D1
levam ao aumento do primeiro estagio de sono NREM, aumento da frequéncia de
ondas Delta observadas ao EEG e aumento da duracdo dos fusos do sono sem
alteracdo do sono REM (MONTI; MONTI, 2007).

Logo, nosso trabalho apresenta algumas limitacbes. A primeira delas
corresponde a menor precisao do state map, uma vez que a selecdo dos clusters de
sono REM, NREM e vigilia € manual. Em paralelo, ha uma alteracado do padrdo de
sono-vigilia apresentado ao state map sob efeito do haloperidol, o que torna dificil
definir com exatidao a circunferéncia das regides. Outros pontos limitantes foram o
fato de as selecBes ndo terem sido cegas e a base do trabalho foi feita com dados de
outra pesquisa prévia, sendo assim, ndo tivemos como idealizar o experimento para
a coleta de sono tardio em todos os animais originais, lidando ao final, com um nimero

limitado de animais para andlise.

Por fim, embora nossa hip6tese sobre um aumento evidente de sono profundo
e diminuicdo de estados de alerta tenha sido refutada pelos resultados, é importante
salientar que h& poucos estudos que levam em conta a funcdo do sistema
dopaminérgico na homeostasia do ciclo circadiano bem como na arquitetura do sono.
E pertinente que se discuta sobre isso, especialmente quando levamos em conta o

sono REM e a suas fung¢bes de consolidagdo de memorias, formacdo de novas
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sinapses durante processos de aprendizagem, bem como desenvolvimento do

sistema nervoso central em criangas e jovens.

7.0 CONCLUSAO

Dormir compde uma parte importante da rotina da maioria dos animais. Um
sono de qualidade é tdo essencial quanto ingestdo de agua e nutrientes. Sem um
mecanismo adequado de sono, o cérebro ndo € capaz de manter um padrdo
adequado de aprendizado, formacédo de novas memdrias, sustentacdo de mecanismo

de alerta e concentragédoo.

Diferentes mecanismos compde os complexos estados de consciéncia durante
o ciclo de vigilia e sono, entretanto, ao objeto desse estudo, a dopamina, tem sido
cada vez mais agregado um papel importante na manutencéo dessa dinamica. De
modo que, a consequéncia de interferentes na homeostasia desse neurotransmissor,
gue pode acontecer em situacbes de uso farmacoldgico de antipsicéticos ou
neurolépticos, como haloperidol, por pessoas portadoras de esquizofrenia, sindrome
de Tourette, hiperatividade em criancas ou outros distirbios comportamentais de
agitacdo, mania, insbnia e psicose, pode levar a altera¢des na arquitetura do sono e,

a longo prazo interferir na satude cognitiva desses pacientes.

Nesse sentido, este trabalho se propds a entender em parte como a inibicao
das vias ligadas ao receptor D2 sdo capazes de interferir na arquitetura do sono. Logo,
0 que se pode concluir dos nossos resultados € que na presenca de uma substancia
antagonista ao receptor D2 da dopamina, especificamente o haloperidol, ndo ha
diferenca quantitativa entre sono NREM, vigilia e REM, com excecdo de uma
diminuicdo no percentual de tempo de sono REM (nhas trés horas analisadas).
Portanto, se faz necessario um estudo mais aprofundado do tema, que amplie
temporalmente essa analise a fim de que se possa comprovar ou nao, a real

interferéncia desse farmaco no ciclo sono-vigilia.

Por fim, ainda que ndo esteja bem estabelecido, o uso do haloperidol como
modulador do sistema dopaminérgico, tem potencial para interferir na regulacéo dos

mecanismos de sono-vigilia, uma vez que a neurociéncia tem considerado cada vez
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mais, o papel da dopamina como agente importante na ativacdo e regulagdo de

populagBes neurais associadas a vigilia e sono REM.
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