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RESUMO

Introdugao: O sono € uma necessidade basica para a sobrevivéncia humana e
animal. A dificuldade em dormir, decorrente de diferentes causas, altera o bem-
estar fisico e mental, interferindo na qualidade de vida. Atualmente, alguns
estimulantes sdo consumidos como uma maneira de reduzir a sonoléncia
decorrente da privacdo do sono e, como consequéncia, reduzir os niveis de
ansiedade e os déficits na aprendizagem e memoaria. No entanto, muitos sao os
resultados contraditérios a respeito dessa interacdo, cabendo nosso interesse
nesta investigacdo. Objetivo: Investigar as alteragdbes comportamentais e
cognitivas provocadas pela privagdo de sono em ratos, sob efeito de energético.
Metodologia: Foram utilizados 42 ratos Wistar, com 2 meses de idade, pesando
em torno de 225 g, privados de sono por 24 h, em um modelo de plataforma
multipla. Os ratos foram divididos aleatoriamente em 6 grupos (n=7 cada): Controle
(C), Privacdo de sono (PS), Bebida energética consumida 24h antes dos testes
experimentais (BE24n), Bebida energética consumida imediatamente antes de
iniciar as 24h de privacdo de sono (BE24hn+PS), Bebida energética consumida 1h
antes dos testes (BE1nh), Bebida energética consumida 1h antes dos testes em
animais que estavam 24 horas em privagdo do sono (PS+BEin). A bebida
energética (Red Bul®) foi administrada por gavagem (1,8 ml/kg). Os modelos
experimentais utilizados foram campo aberto (atividade locomotora), labirinto em
cruz elevado (LCE - ansiedade) e esquiva inibitéria do tipo “step down”
(aprendizagem/memoria). Resultados: Observou-se que os animais privados de
sono, reduziram as ambulagdes quando avaliados no teste do campo aberto e
aumentaram nos bragos fechados do LCE. No labirinto, observou-se que o grupo
PS+BE1n foi capaz de aumentar a porcentagem de entradas e do tempo de
permanéncia nos seus bragos abertos, sem qualquer interferéncia na locomogao.
Ao contrario, o grupo BE24n+PS aumentou, de forma significativa, a frequéncia de
entradas nos bragos fechados do labirinto. Ambos os regimes de tratamentos com
BE foram capazes de aumentar a laténcia na plataforma da esquiva inibitéria, sem
qualquer interferéncia mnemaonica intergrupos. A privagdo de sono interferiu na
aprendizagem do animal mesmo quando usado bebida energética. Conclusodes:
As interferéncias decorrentes da privacdo do sono podem culminar com alteragcbes
nas ambulacdes dos animais, de tal forma a aumentar ou reduzir suas exploragdes
de uma maneira dependente do teste experimental, sem sofrer interferéncia
mediante o consumo de BE, pelo menos na dose aqui administrada. Entretanto, a
mesma dose pode induzir efeito ansiolitico quando administrada 1h antes das
avaliacbes comportamentais em ratos privados de sono, enquanto que quando
administrado com 24h, induz efeito excitatério. Nao foi observado qualquer
alteracao na aprendizagem/memdéria que possa justificar o efeito mnemonico da BE
per se, no teste da esquiva inibitéria, e o uso de BE nédo foi capaz de reverter as
respostas de aprendizagem/memoria na PS.

Palavras-Chave: Bebida Energética, Privacdo de Sono, Ansiedade, Memoria,
Locomocgao.



ABSTRACT

Introduction: Sleep is a basic need for human and animal survival. The difficulty in
sleeping, due to different causes, alters the physical and mental well-being,
interfering in the quality of life. Currently, some stimulants are consumed to reduce
drowsiness due to sleep deprivation and, therefore, reduce anxiety levels and
learning and memory deficits. However, there are many contradictory results
regarding this interaction, fitting our interest in this investigation. Aim of this study:
To investigate behavioral and cognitive deficits caused by sleep deprivation in rats
under energetic effects. Methods: It was used 42 Wistar rats, 2 months old,
weighing around 225 g, deprived of sleep for 24 h, evaluated in a multiple platform
model. The rats were randomly divided into 6 groups (n=7): Control (C), Sleep
deprivation (SD), Energy drink consumed 24 hours before experimental tests
(ED24n), Energy drink consumed immediately before starting the 24 hours
deprivation of sleep (ED24n + SD), Energy drink consumed 1h before the tests
(ED1n), Energy drink consumed 1h before the tests in animals that were 24 hours in
sleep deprivation (SD + ED1n). The energy drink (Red Bul®) was administered by
gavage (1.8 ml/kg). The experimental models used were open field (locomotor
activity), elevated plus maze (EPM - anxiety) and inhibitory avoidance
(learning/memory). Results: It was observed that sleep-deprived animals reduced
the locomotion when evaluated in the open-field test and increased in the closed
arms of the EPM. In this apparatus, it was observed that the SD + ED1n group was
able to increase the percentage of entries and the time spent in their open arms
without any interference in locomotion. In contrast, the ED2sn + SD group
significantly increased the frequency of entries in the closed arms of the EPM. Both
regimens of ED treatments were able to increase latency on the platform of inhibitory
avoidance without any intergroups mnemonic interference. Sleep deprivation
interferes with animal learning even when using energy drinks. Conclusions:
Interference due to sleep deprivation can lead to changes in the locomotion of the
animals, in such a way as to increase or reduce their explorations in a manner
dependent on the experimental test, without interference by the consumption of ED,
at least in the dose here administered. However, the same dose may induce
anxiolytic effect when administered 1h before the behavioral evaluations in sleep-
deprived rats, whereas when administered with 24h induces excitatory effect. No
change in learning/memory was observad to justify the mnemonic effect of ED per
se, in the inhibitory avoidance test, and the use of ED was not able to revert
learning/memory responses in SD.

Keywords: Energy Drink, Sleep Deprivation, Anxiety, Memory, Locomotion.
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1. INTRODUGAO

O sono é uma necessidade basica para a sobrevivéncia humana e animal,
sendo necessario no processo de restauragdo de energia do corpo. Além disso,
dormir auxilia na recuperagao da memoria e contribui na regulagdo do metabolismo
do organismo, reduzindo a fadiga mental. O sono se alterna em fases ou periodos
denominados movimentos n&o rapidos dos olhos (NREM, do inglés Non-Rapid-Eye
Movement) e movimentos rapidos dos olhos (REM — do inglés Rapid-Eye
Movement) (EUGENE e MASIAK, 2015; GANHITO, 2001; LENT, 2010).

A sociedade moderna, com a globalizagdo, gera demandas sociais e
ocupacionais visando aumentar a produtividade. Logo, sacrificar 0 sono ou uma
parte dele, tornou-se constante. Alguns estudos mostraram os auto-relatos de
dificuldade para dormir e/ou pouco sono nos participantes da pesquisa. Isso pode
ser exemplificado naqueles realizados em atletas paraolimpicos (ESTEVES ef al.,
2015; MELLO et al., 2002), jovens estudantes (MESQUITA e REIMAO, 2010) e

maquinistas ferroviarios que trabalhavam em turnos (NARCISO et al., 2014).

Muitas vezes a perda de sono acontece por n&o se conseguir dormir
corretamente pela presencga de algumas doengas que pioram a qualidade do sono
e interferem o progndstico delas como, por exemplo, insdnia e disturbios do sono
que podem ocorrer juntamente com Doenga de Parkinson (JACOBS et al., 2016),
deméncia (BROWN et al., 2014), tratamento com hemodialise (CHAVOSHI et al.,
2015), ou apds um evento traumatico desenvolvendo o transtorno de estresse pés-
traumatico (PACE-SCHOTT, GERMAIN e MILAD, 2015).

A minima perda de sono pode gerar ansiedade, irritabilidade, aumento de
peso, mudanga na temperatura corporal, disturbios metabdlicos e cognitivos em
areas do cérebro envolvidas em aprendizagem, memoéria e emogao como
hipocampo, amidala e cortex pré-frontal (ALKADHI et al., 2013; BONNET e ARANT,
2003; ZHANG et al., 2017a).

A dificuldade em dormir decorrente de diferentes causas altera o bem-estar
fisico e mental, dificultando a recuperacdo da memodria no cérebro, bem como
elevando os niveis de estresse (EUGENE e MASIAK, 2015). Portanto, os efeitos
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da privagdo do sono podem ser variados de acordo com a frequéncia e grau de
sono perdido (BONNET e ARANT, 2003).

Atualmente, muitas sdo as alternativas quimicas utilizadas para compensar
a perda de sono e manter o desempenho mental e cognitivo. Os energéticos ja
causaram grande polémica no Brasil, mas continuam sendo consumidos,
principalmente por adultos jovens e podem ser encontrados para venda em
mercado livre (CASUCCIO et al., 2015; ISHAK et al., 2012; SORKIN et al., 2014).
Apesar de hoje haver uma diversidade de marcas desses tipos de bebidas, uma
das mais consumidas € o Red Bull®. Estudos tém revelado que o seu consumo tem
efeitos psicobioldgicos que melhoram o tempo de reagao, sensagao de fadiga, o
desempenho no teste imediato de memdria, a fluéncia verbal, a concentracédo, bem
como o desempenho no teste de estresse mental (ALFORD, COX e WESCOTT,
2001; ARDAIS et al., 2014; CAVKA, et al., 2015; GILES, et al., 2012; REYNER e
HORNE, 2013; REYNER e HORNE, 2002).

Cabe ressaltar que o uso de bebida energética nao oferece alteracéo
somente na sonoléncia do individuo, mas nos sistemas cardiaco, cerebrovascular
e respiratério como um todo (ALSUNNI, 2015; CASUCCIO et al., 2015; GRASSER
et al., 2014; IBRAHIM e IFTIKHAR, 2014; VAN BATENBURG-EDDES et al., 2014).
Essas consequéncias, entretanto, ocorrem provavelmente devido as alteragdes
causadas no sistema nervoso simpatico (CAVKA et al., 2015). Diante disso, essa
alternativa tem se mostrado como uma opg¢ao para a redugcdo da sonoléncia em

individuos que trabalham principalmente durante a noite.

Até onde é de nosso conhecimento, nenhum trabalho avaliou se 0 consumo
de bebidas energéticas melhora o desempenho comportamental e cognitivo, de
uma forma integrada, no mesmo sujeito experimental privado de sono. Coube aqui
0 nosso interesse nessas investigagcbes devido ao fato de que o modelo
experimental desse ensaio de privagao de sono, em ratos, esta sendo proposto
como uma possibilidade de relacionar com o que comumente ocorre no dia a dia

dos seres humanos.
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1.1 SONO E PRIVACAO DE SONO

O sono pode ser dividido em duas fases: NREM e REM, sendo o primeiro
dividido em estagios. A sonoléncia é um estagio em que se tém a presenga das
ondas alfa e que o individuo esta relaxado com os olhos fechados. O sono
realmente comeca na presenca de ondas tetas e € caracterizado por ser leve ou
com baixo limiar de excitagdo. Com o aprofundamento dele chega-se as ondas
deltas, de menor voltagem, também chamado de sono de ondas lentas. Este esta
associado com aumento da liberagdo hormonal de cortisol. O estagio mais profundo
€ chamado de sono REM, caracterizado por baixa voltagem e frequéncia mista.
Nele se observa a atonia muscular e movimento rapido dos olhos e é onde acontece
os sonhos e a consolidagdo da memoéria (GARCIA e SALLOUM, 2015; PRINCE e
ABEL, 2013).

O tempo total de sono no adulto € em torno de 8 horas, no qual acontece
varios ciclos oscilando entre as duas fases do sono (ALKADI et al., 2013; PRINCE
e ABEL, 2013). Isso acontece devido a diminui¢do da ventilag&o alveolar que ocorre
durante o sono REM, reduzindo a sua duragao (ALKADI et al., 2013; PRINCE e
ABEL, 2013). Uma noite de sono possui 5 a 6 ciclos que dura aproximadamente 45
a 90 minutos (ALKADHI, et al., 2013; GARCIA e SALLOUM, 2015).

A privacdo do sono acontece quando durante os ciclos ndo se chega ao sono
REM ou permanece menos tempo que o necessario nele (ALKADHI, et al., 2013;
GARCIA e SALLOUM, 2015). Os primeiros estudos sobre esse tipo de privagao
ocorreram no século 19 utilizando-se caes. Inicialmente foi observado que eles
morriam com, no maximo, 2 semanas de privacao de sono e, assim, pdde-se fazer
a correlacdo dos individuos que tem insénia com as alteragcdes degenerativas
encontradas nos cérebros dos caes (BENTIVOGLIO e GRASSI-ZUCCONI, 1997).

Grande parte da populagao tem algum grau de privagao do sono que pode
ser decorrente de trabalhos em turnos noturnos (NARCISO et al., 2016;
RAJARATNAM, HOWARD e GRUNSTEIN, 2013), trabalhadores como enfermeira
(GEIGER-BROWN, et al., 2012; RUGGIERO e AVI-ITZHAK, 2016), parteiras
(DORRIAN et al., 2011), médicos hospitalistas (SCHAEFER, WILLIAMS e ZEE,
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2012), caminhoneiros (PYLKKONEN et al., 2015), maquinistas ferroviarios
(NARCISO et al., 2014), e atletas olimpicos (ESTEVES et al., 2015).

A ma qualidade de sono tem influenciado negativamente na qualidade de
vida de adolescentes (LOVATO, et al., 2013; MESQUITA e REIMAO, 2010),
praticantes de esportes (MELLO et al., 2002), e estudantes de medicina (GIRI,
BAVISKAR e PHALKE, 2013; MOTA et al., 2013). Como consequéncia, varias sdo
as complicagdes que podem interferir na saude no que refere aos aspectos
fisiologicos, bioquimicos, comportamentais e cognitivos, conforme demonstradas

na Figura 1.

Complicacbes da
Insonia
Psicologico:
- Baixo raciocinic
- Reagdo Lenta
- Depressdo

- Desordens Mentais
- Problemas de Meméria -

Hipertensao Arterial

Mau funcionamento

! o Risco de Doencas do Coracao
do sistema imunologico

Risco de Diabetes
Aumento da ‘ /
Obesidade

Figura 1: Complicagbes da insdnia (Fonte: https://supereficientemental.com/2015/09/12/
comorbidades-insonia/complicacoes-da-insonia)

Tentando entender quais mecanismos bioldgicos poderiam estar implicados

nas respostas dessas pessoas, muitos modelos experimentais animais foram
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criados com o intuito de fazer a correlagdo com os seres humanos. A seguir, um

breve relato sobre alguns deles.

1.1.1 Modelo de Privagao do Sono

Essa privacao em roedores é feita por meio de modelos experimentais, que

visam abolir determinada fase do sono. Segue alguns exemplos desses modelos:

1.1.1.1 Atividade forgada

Consiste em uma piscina de agua rasa e sobre ela é colocado um disco de
metal rotativo ou uma esteira, utilizado para abolir o tempo total de sono (NREM e
REM). O disco comega a girar a uma velocidade baixa para que o animal nao
durma. Pode ser com intervalos de tempo pré-programados ou por monitorizagéo
do sono via eletroencefalograma. O viés desse método é que o animal pode
apresentar um estresse fisico diferente da privagdo de sono REM (ALKADHI et al.,
2013).

1.1.1.2 Manipulagao suave

Envolve a estimulacao tatil, sensitiva, visual ou olfativa, a qual deve ser
realizada por um examinador. A estimulacdo é feita para evitar que o animal
adormeca. O viés observado neste € que requer uma atencgao continua e delicada
dos examinadores, porque pode ocorrer adaptagdo dos roedores aos estimulos
realizados e, por isso, a recomendacgéao de uso deve ser por 2 a 8 horas (ALKADHI
et al., 2013). Mais recentemente, esse modelo foi automatizado para uma
movimentagdo automatica da gaiola controlado por um computador (MCCOY e
STRECKER, 2011).

1.1.1.3 Levantamento da cabeca

Consiste em uma alavanca acionada pelo examinador, que levanta a cabeca

do rato acordando-o, no momento em que os registros polissonograficos dao inicio
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ao sono REM. Seja visto, que a posi¢cao do roedor dormir € curvando a cabega. O
viés € a exigéncia que o examinador necessite da sua atengdo maxima para
interpretar corretamente todos esses registros polissonograficos (ALKADHI et al.,
2013).

1.1.1.4 Reconhecimento ao novo

E usado um ambiente grande o suficiente para que o rato explore o local,
visto que é uma tendéncia natural dele explorar um ambiente novo, assim ele nao
dorme antes de terminar de conhecer totalmente o local. E usado por até 4 horas e
parece ser livre de estresse (ALKADHI et al.,, 2013). Pode ser usado o mesmo
principio colocando novos objetos no ambiente, no qual a privagéo sera realizada
por reconhecimento de objetos (PRINCE e ABEL, 2013).

1.1.1.5 Plataforma Multipla Modificada

LL 11

E conhecida também como “tanque de agua”, “colunas em agua’ e “vaso de
flor invertido”. Foi projetado para alcangar a privagao de sono REM. O prototipo era
usado com gatos sobre um pote de flores invertido em um tanque de agua, com a
sua superficie cerca de 2 centimetros acima do nivel dela. Assim, ao entrar no sono
REM, e consequentemente em atonia muscular, o animal entraria em contato com
a agua e despertaria. Inicialmente, este método consistia em uma unica plataforma.
Visando aliviar a imobilidade forgada, foi desenvolvido o método de plataforma
multipla propiciando a livre movimentagdo do animal no tanque por meio das
diversas colunas imersas na agua. Denominado, entdo, o método de plataforma
multipla modificado, no qual varios animais da mesma gaiola ja socialmente
estaveis, sdo colocados no mesmo tanque. Isso foi pensado para evitar o estresse
psicossocial, de isolamento e de imobilizacdo (ALKADHI et al., 2013; MACHADO
et al., 2004).
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1.2 ASPECTOS COMPORTAMENTAIS NA PRIVACAO DE SONO

O sono inadequado é fator de risco para condigdes psicolégicas e doengas
psiquiatricas como transtorno de ansiedade e do humor (ALKADHI et al., 2013;
FISCHER e EHLERT, 2018; MCCOY e STRECKER, 2011; PALMER e ALFANO,
2017; PIRES et al., 2016a). O disturbio de ansiedade é geralmente caracterizado
por sentimentos de preocupagao exagerada, apreensao, incerteza, medo e tensao
(ALKADHI et al., 2013; SUNG, 2017).

A privagao de sono € uma importante fonte de estresse, sendo impossivel
avaliar esses dois fatores de forma independente. Normalmente, o elevado nivel de
estresse tende a gerar alto nivel de ansiedade e vice-versa. Em relagdo aos
meétodos experimentais utilizados para privagao de sono, a manipulagao suave € o
modelo considerado menos estressante. Ja o mais estressante € a plataforma unica
gerando estresse quanto a restricdo de movimentagdo, ambiente Umido e
isolamento social (PIRES et al., 2016b).

Os fatores observados acima, sdo desencadeadores da ansiedade e ha boa
razao para considerar que os mesmos sistemas neuronais estejam envolvidos na
geracdo dos estados de medo fisioldgico agudo e o estado de ansiedade
patolégica, ainda que as situagdes e condigdes que as geram sejam diferentes
(GRAY, 1977; HAEFELY, 1990). Sabendo-se que os mecanismos neurais das
respostas as circunstancias que induzem medo, sdo provavelmente similares em
humanos e animais, modelos animais de ansiedade podem ter um bom valor

preditivo das respostas nas desordens de ansiedade (HANDLEY, 1994).

Pode-se analisar o nivel de ansiedade em roedores por seu comportamento
ansiolitico e ansiogénico (MCCOY e STRECKER, 2011). Nesse processo de
avaliacdo os machos sdo mais sensiveis aos efeitos ansiogénicos e tendéncia a
comportamento depressivo (GONZALEZ-CASTANEDA et al., 2016). Além disso,
estudos tém relatado comportamento de impulsividade e/ou mania, quando eles
sdo avaliados em testes de ansiedade (PIRES et al., 2016b; SUNG, 2017).
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Varios sdo os modelos experimentais de avaliagdo comportamental em
roedores, usados para a investigagdes neuropsicobioldgicas e para fazer analogia

com os seres humanos. Cabe ressaltar alguns deles.

1.2.1 Modelos de testes comportamentais em roedores

A ansiedade tem sido avaliada observando comportamento ansiolitico ou

ansiogénico em aparelhos como Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

1.2.1.1 Teste de Campo Aberto

Este modelo para avaliar locomocéo, depende do conflito interno, entre o
desejo de explorar a area e 0 medo de predadores pelo risco gerado por se
locomover em &reas abertas (MCCOY e STRECKER, 2011). E possivel que muitos
achados contraditérios envolvendo locomocgao x nivel de ansiedade possam ser
explicados pela impulsividade aumentada gerada pela supressdo do sono que
induz a hiperatividade locomotora, € n&do induzida pela diminuicdo de ansiedade
(MCCOY e STRECKER, 2011; PIRES et al., 2016b).

1.2.1.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Este modelo experimental € muito utilizado, ndo somente para o estudo do
efeito de drogas ansioliticas e/ou ansiogénicas, mas também para avaliar os
mecanismos neurobioldgicos da ansiedade (DA SILVA et al., 1996; IMHOLF et al.,
1993; RIBEIRO et al., 2017). Sua validagdo comportamental para ratos (PELLOW
et al., 1985) e camundongos (LISTER, 1987), foi feita a partir dos trabalhos
pioneiros de Montgomery (1955) e de Handley e Mithani (1984).

O LCE é baseado, entre outros fatores, na aversio natural que roedores
apresentam pelos bracos abertos do labirinto, pois quando eles sao forgados a
permanecerem nesses bracos, mostram manifestacbes comportamentais e
fisiologicas de medo, tais como congelamento, defecagdo e aumento nos niveis de

corticosterdides plasmaticos (PELLOW et al., 1985) e, como consequéncia,
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permanecem um tempo maior nos bracos fechados. A proporgao da exploracéo
total nos bracos abertos determina uma medida de ansiedade, de tal modo que o
aumento nas porcentagens de tempo e de entradas nos bragos abertos é
considerado como indicativo de a¢ao ansiolitica de drogas (HANDLEY e MITHANI,
1984; PELLOW et al., 1985).

1.2.1.3 Labirintoem Y

Este modelo é proposto para detecg¢ao da preferéncia entre dois tratamentos
um aversivo, outro gentil. Sendo para isso, colocado no final de cada brago
diferentes recompensas, comida, outro animal, cheiro, objetos. O animal é colocado
no inicio do labirinto com liberdade para explorar o aparato, sendo contabilizado a
quantidade de entrada em cada brago e movimentacdo (GARCIA e ESQUIVEL,
2018; MARRIOTT e SPENCER, 1965)

1.2.1.4 Campo aberto com orificios

Também chamado de holeboard, que consiste numa caixa fechada com
furos no chao, onde o animal pode colocar a cabeca. Essa agao € chamada de
mergulho de cabega (ou head-dipping), a frequéncia e duragdo dessa agao €&
caracterizada como neofilia (gosto pela novidade) (GOMEZ e GARCIA-GARCIA,
2017; NOLAN e PARKES, 1973; ZHANG et al., 2017b).

1.2.1.4 Caixa Claro-escuro

Consiste numa arena, composta por duas camaras, onde dois tergos da area
€ iluminado e um terco € escurecido. Contabiliza-se as transigbes entre uma
camara e outra e a atividade locomotora total no aparelho (CRAWLEY e
GOODWIN, 1980; ZHANG et al., 2017b).
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1.3 APRENDIZAGEM E MEMORIA NA PRIVACAO DE SONO

O aprendizado realizado horas ou minutos antes de dormir € memorizado
durante o sono em si (ALKADHI et al., 2013; DIEKELMANN, 2014). Logo, a falta do
sono ininterrupto, prejudica a plasticidade do hipocampo, local onde ocorre a
consolidagdo da memdria, mesmo em curtos periodos decorrentes de sua privacao
(PRINCE e ABEL, 2013).

A perda cronica de sono, presente na sociedade moderna, prejudica as
regides cerebrais envolvidas nos processos cognitivos, pois leva a uma diminui¢gao
do correto funcionamento cerebral, interrompendo a consolidagcdo da memoria
(ALKADHI et al., 2013). As pessoas que tem disturbio do sono apresentam
alteracbes como: maior tempo de reacdo, dificuldade de atengcédo e concentracao,
sonoléncia, reducao da vigilia, déficit de desempenho e tomadas decisdes, erros
de omissao, perda da memoaria curta, fadiga, estresse, irritabilidade e redugao da
motivagao (ALKADHI et al., 2013; BONNET e ARANT, 2003).

Para fins didaticos, a memaria € dividida como exemplificada na figura 2. A
de curta duragcdo é chamada por muitos autores como memoria de trabalho,
definida como informagdes adquiridas recentemente (ou de carater transitério) para
a realizagao de tarefas cognitivas. Pode-se exemplificar como a aprendizagem
realizada durante uma sessao teste, mas ndo quando tiver mais de 24 horas de
distancia entre elas. A memoria de trabalho, portanto, € aquela aprendida e utilizada
minutos depois (COLAVITO et al., 2013; MCCOY e STRECKER, 2011).

A memodria de referéncia ou de longa duracdo € observada quando uma
lembranga é resgatada apos o periodo de sono. Essa consolidagdo da memoria
depende de uma ativagdo neuronal realizada durante a vigilia (fase do
aprendizado). Assim, durante o sono NREM e REM ocorrem conexdes neurais
gerando a consolidagao dessas novas informagdes em memdria de longo prazo,
também chamada de memdria permanente ou de referéncia. O estagio inicial dessa
consolidagao acontece no sono NREM, reorganizando-a. Durante o sono REM é
que essa memoria, adquirida no periodo acordado, se torna mais estavel e
permanente (MCCOY e STRECKER, 2011).
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Memoaria de Trabalho
(memodria de curta duracao)

Memoria consolidagdo

Memoaria de Referéncia
(memdria de longa duracao)

Figura 2: Exemplos dos tipos de memdéria e suas extensdes (adaptado de Mccoy e Strecker, 2011).

Tem sido observado que a privagao de sono afeta principalmente a memoaria
de referéncia, ja que esta é dependente da consolidagao realizada durante o sono,
e que, neste caso, ndo ocorreu (MCCOY e STRECKER, 2011; PRINCE e ABEL,
2013). Entretanto, deve ser levado em consideragdo o estagio do sono
interrompido, a duragcdo da perda de sono e o0s protocolos experimentais
empregados (ALKADHI et al., 2013; BEN-YAKOV, DUDAI e MAYFORD, 2015).

Um estudo realizado por Yougblood e colaboradores (1997) utilizando a
técnica de plataforma unica por 4 dias, observou déficit na memoria de referéncia
espacial, sem diferenga significativa na memoaria de trabalho. Em outro estudo, a
privacdo de sono por uma noite ndo alterou a memoaria verbal ou viso-espacial de
trabalho (NILSSON et al., 2005).

As alteragdes cerebrais anatomopatologicas apresentadas por uma privagao
de sono por 36 horas em jovens sao semelhantes as observadas em idosos de 60
anos que nao tiveram o sono interrompido (HARROSON, HORNE e ROTHWELL,
2000). A privagao produz a diminui¢gao da atividade cerebral principalmente na area
cértico-taldmica, reduzindo a atencao e alterando a cogni¢gao (BOONSTRA et al.,
2007; THOMAS et al., 2000).

Existe também a adaptagdo do organismo, uma vez que os cérebros de
pessoas que estdo sendo privadas do sono podem recrutar novas regides, gerando
mudangas neuroplasticas, melhorando os desempenhos cognitivos inadequados
(ALKADHI et al., 2013; MCCOY e STRECKER, 2011). A ativagdo do cortex pré-
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frontal, por exemplo, aumenta a motivacédo para a realizacdo de uma tarefa
(ALKADHI et al., 2013)

1.3.1 Modelos de teste de meméria e aprendizagem em roedores

O aprendizado e a performance do hipocampo na aquisicado de memoria em
roedores podem ser medidos em alguns dos seguintes modelos experimentais

citados a sequir:

1.3.1.1 Esquiva Inibitéria tipo Step Down

O teste é realizado colocando o animal na caixa em cima de uma plataforma
que, ao descer e tocar o assoalho com as 4 patas, ele recebe um choque. Na
repeticdo desse procedimento € esperado que ele se lembre do choque e néo
desca da plataforma por até 3 minutos (LUCENA et al., 2013).

Também tem sido documentado o modelo parecido com este descrito acima,
mas chamado Teste de esquiva passiva. Que consiste em duas caixas, uma clara
e outra escura, e uma porta tipo guilhotina entre elas. Os animais sao colocados na
camara iluminada e ao entrarem na camara escura € dado um choque em suas
patas (COLAVITO et al., 2013).

1.3.1.2 Labirinto Aquatico de Morris

Modelo utilizado para aprendizagem espacial que consiste em um tanque
com agua dividido em 4 quadrantes e com uma plataforma submersa e posicionada
em um dos quadrantes. Para a realizagao dos testes € colocado dicas visuais na
sala e ao redor do tanque, e a agua € tornada turva pelo uso de maisena ou tinta
diluida. Os animais s&o colocados em um dos quadrantes e é medido o tempo gasto
e a distancia percorrida pelo animal nadando até encontrar a plataforma submersa.
O teste pode ser repetido horas e até dias depois do primeiro procedimento,
mudando o quadrante em que o rato € colocado e até o posicionamento da
plataforma (COLAVITO et al., 2013).
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1.3.1.3 Labirinto Radial

Consiste em uma plataforma central com oito bracgos. Varias dicas visuais
sao colocadas ao redor da sala de testes, sendo que no final dos bragos do aparato
€ colocado pelotas de alimentos. O animal é colocado no centro do mesmo e é
esperado que eles encontrem os alimentos entrando em cada braco apenas uma
vez (COLAVITO et al., 2013).

Para avaliar memoria de referéncia e trabalho espacial pode-se colocar os
alimentos em apenas alguns bragos. Apds a fase de treino, as visitas aos bragos
sem alimentos sado consideradas déficit de memoaria de referéncia, enquanto que
as visitas aos bragos ja visitados anteriormente sao consideradas déficit de
memoria de trabalho (COLAVITO et al., 2013; MCCOY e STRECKER, 2011).

Mesclando o Labirinto Aquatico de Morris e o Labirinto Radial, foi criado o
Labirinto Radial Aquatico usado para explorar memoéria espacial e funcao
hipocampal. Consiste num labirinto de 4 ou 6 bracos colocado dentro de um tanque
com agua, com as paredes submersas e uma plataforma de escape no final de um
determinando brago, onde o animal é forgado a nadar para localiza-lo (COLAVITO
et al., 2013).

1.3.1.3 Reconhecimento de objetos

O principio deste teste € o mesmo ja relatado em “modelo de
reconhecimento do novo”, visto que o roedor tem uma tendéncia espontanea e
natural de explorar o novo. Assim, este teste mede a memoria de reconhecimento
de novos objetos. Os animais podem ter o contato e familiarizarem com um ou mais
objetos novos. Depois de um certo tempo, minutos ou horas, sdo apresentados
novamente ao conjunto de objetos em que um entre todos os objetos é novo. Dessa
maneira, mede-se o tempo gasto para o reconhecimento deste novo em relagéao

aos outros previamente vistos (COLAVITO et al., 2013).
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1.4 BEBIDAS ENERGETICAS E SEUS EFEITOS COMPORTAMENTAIS

O primeiro energético criado foi o Red Bull, langado no mercado em 1987
por Dietrich Mateschitz, cujo o publico alvo era os desportistas. Ele foi baseado em
uma bebida da Tailandia chamada de Krating Daeng. Atualmente, ele é vendido em
169 paises, e ja foram vendidas mais de 60 milhdes de latas (RED BULL MEDIA
HOUSE GMBH, 2017).

Uma lata de Red Bull com 250 mL de bebida contém: 80 mg de cafeina, 1000
mg de taurina, vitaminas do complexo B como: riboflavina (vitamina B2),
niacinamida (vitamina B3), acido pantoténico (vitamina B5), piridoxina (vitamina B6)
vitamina B12 (cianocobalamina), além de 28 g de acgucares, proveniente da
beterraba e agua natural das fontes dos alpes austriacos e suigcos (RED BULL
MEDIA HOUSE GMBH, 2017). Dessas substancias, € provavel que os efeitos

dessa bebida energética se devam, principalmente, a cafeina e taurina.

A cafeina € um composto organico cuja nomeclatura é 1,3,7-trimetilxantina,
naturalmente encontrado em folhas de mate, graos de café, cacau e noz de cola. A
sua absorg¢ao no organismo ocorre rapidamente e chega ao sangue entre 15 e 45
minutos apos ter sido ingerida. O tempo de acéo da cafeina no corpo depende da
idade, sexo, uso de medicagdes, horménios e condi¢gdes de saude (BODENMANN
et al., 2012;CARVALHO et al., 2006).

A cafeina ja esteve na lista de substancias restritas a menos de 12 mg/mL
em concentragao na urina pelas comissdes anti-doping no esporte. Hoje ela se
encontra no programa de monitoramento e rastreamento de tendéncias de uso e
eventuais abusos (BURKE, 2008).

Considerando os efeitos da cafeina, cabem mencionar que a sua agao
depende da dose utilizada para produzir as respostas biolégicas. Uma xicara de
cha ou café instantdneo tem em torno de 50 mg de cafeina, ja uma xicara de café
coado ou torrado tem cerca de 85 mg. Quando se refere a fabricagdo de bebida
pronta, a vigilancia sanitaria autoriza apenas 35 mg de cafeina para cada 100 mL
de bebida pronta para o consumo, ou seja, no maximo 87,5 mg para cada caneca
contendo aproximadamente 250 mL. (BURKE, 2008; CARVALHO et al., 2006).
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Com o uso crénico de cafeina observa-se sensagdes de fadiga, sedacédo, cefaleia
e nauseas, quando em abstinéncia (CARVALHO et al., 2006).

Tem sido relatado um aumento do consumo de bebidas cafeinadas durante
a perda de sono visando manter a vigilancia e aumentar a concentragdo, como €&
observado em trabalhadores em turnos diurnos e noturnos (ALKADHI et al., 2013;
DORRIAN et al., 2011; GEIGER-BROWN et al., 2012; SCHAEFER, WILLIAMS e
ZEE, 2012; WALIA et al., 2012).

O uso de cafeina provoca estado de alerta, sendo que este explicado por

mecanismos que acontecem no cérebro como:

¢ Inibicdo dos receptores do neurotransmissor adenosina, sendo que
este tem um efeito inibidor na célula, levando ao estado de
sonoléncia, agcao anticonvulsivante e neuroprotetora (ALKADHI et al.,
2013).

e Ativacdo de noradrenalina, sendo esta um neurotransmissor
estimulante do sistema nervoso central (SNC). Ela possui agédo de
inibir a depressao e controlar o despertar e o alerta, além de regular
a pressao sanguinea (CARVALHO et al., 2006).

o Alteracdo da liberacdo de dopamina, que € um neurotransmissor
estimulante do SNC. Ela produz sensag¢ao de satisfacdo e prazer,
além de possuir a fungdo de controle motor e neuroendocrino
(CARVALHO et al., 2006).

A taurina € um aminoacido cuja nomeclatura é 2-amino-etano-sulfénico, que
também é encontrada na composigao das substancias energéticas. Ela € produzida
pelo organismo humano e pode ser encontrada nos musculos, cérebro, coragéo e
sangue. Na forma de alimentos, podemos encontra-la em vieiras, peixes e aves
(CARVALHO et al., 2006). Esse aminoacido é sintetizado principalmente no figado
e cérebro, por meio das rodas de oxidagdo da cisteina. Atua como agonista da
glicina e dos receptores Acido Gama-Amino-Butirico (GABA) além de inibir o
glutamato (CARVALHO et al., 2006; RIPPS e SHEN, 2012).
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Ao contrario da cafeina, a taurina age como um neurotransmissor inibitério
no SNC, visto que os neurotransmissores GABA e Glicina sao inibitérios, e que o
glutamato é excitatério. Ele evita o estresse oxidativo e amenizar certas patologias
(CARVALHO et al., 2006; RIPPS e SHEN, 2012).

Apesar dos mecanismos de agao da taurina serem parecidos com os de um
neurotransmissor, ainda nao foi identificado um receptor especifico para ela.
Quando liberada apés a estimulagao elétrica, liga-se a membrana plasmatica, por
meio de um receptor de GABA ou Glicina, e age regulando o sal e o equilibrio de
agua dentro das células. A presencga de taurina na fenda sinaptica exerce um
poderoso efeito inibitério sobre a atividade bioelétrica e, assim, estabiliza as
membranas celulares. Outra forma de acao € desintoxicando as células de
substéncias estranhas e protegendo do estresse oxidativo, através da melhora da
funcdo mitocondrial, pela estabilizacdo da cadeia de transporte de elétrons e
inibicdo de geracao de espécies reativas oxigénio - EROs (CARVALHO et al., 2006;
RIPPS e SHEN, 2012).

A fabricacdo de bebidas contendo taurina ficou mais difundida com a
producao de bebidas energéticas. Devido isso, vigilancia sanitaria autorizou apenas
400 mg para cada 100 mL de bebida pronta (BURKE, 2008; CARVALHO et al.,
2006). Isto é, a quantidade de taurina utilizada no Red Bull é a maxima permitida

para bebidas prontas.

O uso de bebidas energéticas, contendo taurina e cafeina, gera bom impacto
na qualidade de vida e bem-estar (ISHAK et al., 2012). O seu maior consumo ocorre
em jovens adultos (menores de 30 anos) e por grupos hispanicos e/ou ndo negros
(SORKIN et al., 2014). O principal motivo do uso dessa bebida deve-se ao seu
efeito estimulante. Como por exemplo dessa realidade é possivel observar o seu
consumo associado ao alcool, com intuito de minimizar o efeito depressivo da
bebida alcoodlica (CASUCCIO et al., 2015; ISHAK et al., 2012; SORKIN et al., 2014).
Além do consumo no dia anterior a uma prova para manter acordado ou alerta. Ou,
no dia da prova apos noite em claro reduzindo os efeitos indesejados da sonoléncia
e para reposicao de energia (ISHAK et al., 2012; OWENS, MINDELL e BAYLOR,
2014; USMAN, BHOMBAL e JAWAID, 2015).



30

1.5 BEBIDAS ENERGETICAS NA PRIVACAO DE SONO

Uma das formas de combate a sonoléncia e piora da vigilancia, gerada pela
privagdo de sono, é por meio de uso de substancias quimicas como melatonina,
modafinil e cafeina, além da utilizacdo de outras medidas como luz intensa e ruidos
(HILDITCH, DORRIAN e BANKS, 2016; LIIRA et al., 2014).

Considerando as pesquisas envolvendo consumo de bebida energética e
privacdo de sono, a literatura € escassa no que diz respeito a esse tipo de
associacao. Ao contrario, muitas sao as informagdes relatando o uso de cafeina

e/ou taurina nesses aspectos relacionados ao sono.

A cafeina tem sido utilizada para combater condi¢gdes de fadiga e sonoléncia
e eliminar os efeitos da inércia do sono, ainda que piorando a qualidade deste
(HILDITCH, DORRIAN e BANKS, 2016; OWENS, MINDELL e BAYLOR, 2014).
Existem varias formas de administragédo de cafeina, sendo que em goma de mascar
chega mais rapido ao plasma sanguineo do que quando ingerido em pilulas
(HILDITCH, DORRIAN e BANKS, 2016).

Devido ao efeito de combate a sonoléncia, essa droga tem sido usada para
reduzir os efeitos da restricao de sono. Tem sido observado que o seu uso, mesmo
em situacao de perda de sono, melhora sintomas de humor, depressao, confusao,
fadiga, ansiedade, julgamento, vigilancia, tempo de reagao, raciocinio légico rapido,
sonoléncia, desvios na pista durante conducdo, e também gera aumento da
temperatura (CASUCCIO et al., 2015; GILES et al., 2012; HARTLEY et al., 2013;
ISHAK et al., 2012, KAMIMORI et al., 2015; KILLGORE, GRUGLE e BALKIN, 2012;
KILLGORE et al., 2014; LIIRA et al., 2014; MCHILL, SMITH e WRIGHT, 2014;
OWENS, MINDELL e BAYLOR, 2014; SORKIN et al., 2014; SOUISSI et al., 2014;
USMAN, BHOMBAL e JAWAID, 2015).

A ingestao de cafeina nao interfere na tomada de decisao, que durante a
privagdo de sono induz as escolhas mais arriscadas (KILLGORE, GRUGLE e
BALKIN, 2012) e menos acertos (AGGARWAL et al., 2011; KAMIMORI et al., 2015;
REYNER e HORNE, 2013). Entretanto pode atrapalhar o sono tardio (KAMIMORI
et al., 2015; MCHILL, SMITH e WRIGHT, 2014).
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O uso dessa xantina reduz o sono de ondas lentas, a sua eficiéncia, o seu
tempo total; aumenta o despertar apds o0 seu inicio, a laténcia, o0 numero de
despertar e sua duragcédo (GARCIA e SALLOUM, 2015; MCHILL, SMITH e WRIGHT,
2014). Apesar disso, a ingestao de café ou bebidas cafeinadas algumas vezes n&o
esta relacionada a gravidade dos disturbios do sono (AURORA, et al., 2012), mas
0 seu uso é aumentado diante de idade avangada, tempo insuficiente de sono,
estresse no trabalho (DORRIAN, et al, 2011; WAITS, et al.,, 2014), e sexo
masculino (AURORA, et al., 2012).

[Privagéo de sono ] [ Cafeina ]

Reduz a resposta aos Blogueia os
estimulos recebidos. receptores

Aumentando os Adenosina Inibe a
niveis intracelular captacdo
Inibindo a )
atividade inbea .
— percepc¢do de

[ Sonoléncia

Figura 3: Efeitos da privagédo de sono e cafeina sobre a adenosina.

A privacéo de sono reduz a resposta cortical aos estimulos recebidos (Figura
3). Os niveis de adenosina passam a ser aumentados nas células gerando um
efeito inibitorio sobre a atividade neural (BOONSTRA et al., 2007). A cafeina, por
sua vez, age inibindo a agdo da adenosina, evitando o comprometimento da
plasticidade sinaptica induzido pela perda de sono. Essa metilxantina age
bloqueando os receptores da adenosina, inibindo a sua ac¢do, e diminuindo a
percepcgao de sonoléncia (ALHAIDER , et al., 2010; PRINCE e ABEL, 2013).

Estudos realizados em ratos privados de sono por 48 horas, a administracao

de cafeina (60 mg/kg/dia) preveniu a redugéao, induzida pela privagéo de sono, da
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diferenciacao e proliferagao neuronal (SAHU et al., 2013), além de prevenir o déficit
de desempenho no reconhecimento de objetos (WADHWA et al., 2015). Na
privagao de sono por 24 horas, o consumo crénico de cafeina (por 4 semanas com
0,3 g/L diluido em agua) prevenir a queda dos niveis das proteinas enzimaticas no
giro denteado (ALHAIDER e ACKADHI, 2015), e no hipocampo (ALKADHI e
ALHAIDER, 2016).

Existem poucos estudos que relacionam a taurina e a supressao de sono.
Primeiro foi observando animais privados do sono onde ocorreu um aumento dos
seus niveis no cortex, mas nao foi detectado aumento significativo no hipocampo
(MOHAMMED et al., 2011). Mais tarde, em um estudo programado
computacionalmente para simular a sindrome da apneia obstrutiva do sono, foi
observado que os cérebros fantasmas apresentavam uma reducdo em massa

cinzenta do occipital e substancia branca frontal esquerda (SARMA et al., 2014).

Privacao de sono Taurina

Gera diminui¢do Evita estresse
da concentra¢do oxidativo

Taurina no
Cérebro

Diminuigao Desintoxicaas
pode ser a célulase EVITA
causa

Pior capacidade
cognitiva

Figura 4: Efeito da privagao de sono e taurina sobre a capacidade cognitiva.

Foi observado que criangas com apneia obstrutiva do sono apresentavam
uma pior capacidade cognitiva (KHEIRANDISH-GOZAL et al., 2013). Essa
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capacidade cognitiva baixa ja havia sido bem relatada como efeito da privagao de
sono (ALKADHI et al., 2013). Isso pode ter relagcdo com a diminui¢gdo de taurina no
cérebro (Figura 4) e, com isso, redu¢cao dos mecanismos de citoprote¢ao, levando
a maior toxicidade neuronal e, consequentemente, a disfungéo cognitiva (RIPPS e
SHEN, 2012).

Em criangas com apneia obstrutiva do sono foi observado uma elevacao de
taurina eliminada na urina (KHEIRANDISH-GOZAL et al., 2013). Isso foi
comprovado mais tarde por Giskegdegard e colaboradores, em um estudo
realizado com adultos que passaram uma noite sem dormir e foram medidos os
niveis de taurina na urina a cada duas horas (GISKEgDEGARD et al., 2015).

No sangue, foi observado uma elevagao dos niveis de taurina durante a
privagao de sono. Esse aumento pode significar a inibigdo da sintese de taurina ou
o estimulo a sua degradacao (DAVIES et al., 2014), ou regulagdo do sono/vigilia,
visto que a taurina é depressora do SNC e pode induzir o sono, ou gerar indicio de
depresséo (GISKEgDEGARD et al., 2015).

A privagéo do sono aumenta a excitabilidade da membrana e altera a fungao
mitocondrial, contribuindo para o déficit de aprendizagem (YANG et al., 2008). A
taurina, por sua vez, tem efeito citoprotetor, de tal forma que pode agir modulando
a excitabilidade da membrana e protegendo a fungao mitocondrial (RIPPS e SHEN,
2012).

Com base nas informacgdes relatadas observa-se que muitas lacunas
margeiam os estudos envolvendo privagao de sono e bebidas energéticas sobre
comportamento e aspectos cognitivos. Entretanto, dentro do vasto campo de
informagdes, as pesquisas foram realizadas de forma isolada sem que fossem
valorizados os aspectos voltados para a interferéncia do consumo das bebidas na
privagdo de sono. Coube aqui 0 nosso interesse nessas investigacdes fazendo o
uso de animais experimentais (ratos) como uma maneira de usar os resultados de

forma comparativa ao que acontece com o ser humano.
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2 OBJETIVO

2.1 GERAL

Avaliar a influéncia do consumo de bebida energética nos aspectos

comportamentais e cognitivos decorrentes da privagao de sono, em ratos.

2.2 ESPECIFICOS

e Investigar os possiveis disturbios de ansiedade decorrente da privagao de
sono em ratos.

e Analisar o grau de interferéncia da privagcdo do sono nas respostas de
aprendizagem/memoéria

e Avaliar a influéncia do consumo de bebida energética nos aspectos acima

mencionados.
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3 METODOLOGIA

3.1 SUJEITOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 42 ratos da espécie Rattus novergicus, linhagem Wistar,
machos, com aproximadamente 2 meses de idade. O estudo foi realizado no
Laboratdrio de Psicobiologia, Instituto de Psicologia, da Universidade de Brasilia
(Figura 5). Antes de dar inicio aos procedimentos experimentais, esses animias
permaneceram em caixas por, pelo menos, 7 dias para adaptacdo do ambiente.

Figura 5: Sala de manutengdo dos ratos, com ciclo de luz claro/escuro de 12h e ventilagdo
adequada.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas de 50 x 30 x 20 cm,
protegidas com grade de metal, com local apropriado para ragdo e agua em
garrafas de vidro com bico e com assoalho coberto por maravalha, conforme
exemplificado na figura 6. Em cada caixa foram alocados no maximo 4 animais e
respeitados os critérios estabelecidos pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA),

conforme o protocolo UnB Doc n° 9656/2016 (em anexo).
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Figura 6: Caixa plastica com grade de protecao, com locais adequados para ragao e agua ad libitum.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL:

Os ratos foram divididos aleatoriamente em 6 grupos (n=7): controle (C),

Privacao de Sono por 24 horas (PS), Bebida Energética 24 horas antes dos testes

(BE24n), Bebida Energética antes da Privagcdo de Sono (BE2sn+PS), Bebida

Energética uma hora antes dos testes (BE1n), Privacdo de Sono por 24 horas e

apos administracdo de Bebida Energética uma hora antes dos testes experimentais

(PS + BE1n). A Quadro 1 descreve o procedimento experimental de cada grupo.

Quadro 1. Divisao dos grupos experimentais, conforme o tipo de tratamento e/ou procedimento

Categorias de tratamento

Sem privagao de

Com privagao de

energética 1 hora antes dos testes

sono sono
Nao receberam nenhum tipo de C PS
bebida energética

Receberam uma dose de bebida BE 24n BE24h +PS
energética 24 horas antes dos testes

Receberam uma dose de bebida BE 1n PS +BE 1n
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3.2.1 Bebida energética

A bebida utilizada contém em sua embalagem de 250 mL, 1000 mg de
taurina, 80 mg de cafeina além de vitaminas e agua. A quantidade de bebida
energética administrada foi calculada de acordo com o peso do animal, sendo
utilizada a dose de referéncia de 1,8 mL/kg (HOWARD e MARCZINSKI, 2010). A
dose foi Unica e realizada via oral, pelo método de gavagem, conforme mostrado

na figura 7.

Figura 7: Contencéo de animal e procedimento de administracdo de substancias pelo método de
gavagem.

A administragdo da bebida foi realizada conforme grupo inserido; antes de
comecar a privagao do sono ou depois de 24 horas de privagao de sono. No caso
dos grupos que nao eram privados do sono a dose foi ingerida 24 horas ou uma

hora antes da realizagdo dos ensaios comportamentais.
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3.2.2 Privagao do Sono

A privacao de sono foi efetuada por meio do aparelho de plataforma multipla
para impedir o relaxamento muscular, limitando o sono. O aparelho é feito de
acrilico transparente mede 60 x 50 x 30 cm, possui 10 colunas com 10 cm de altura
e 5 cm de didmetro, como mostrado na figura 8. A superficie das colunas séo
pequenas, permitindo que o animal sentem nelas, mas nao deite ou durma, pois
podem cair delas. As colunas sao dispostas em 4 fileiras, espagadas pelo menos
10 centimetros uma da outra, para permitir aos animais saltar de uma plataforma

para outra, ndo impedindo a sua movimentagdo (MACHADO et al., 2004).

Figura 8: Caixa de privagao de sono pelo método de plataforma multipla e seus suportes.

A plataforma foi coberta por 5 a 7 centimetros de agua em temperatura
ambiente 22+1°C. Foi colocado uma superficie aspera, para permitir aos animais
saltar de uma plataforma para outra com melhor destreza, como observado na
figura 9. Os ratos companheiros de gaiola, foram inseridos juntos na camara para
manutengado da estabilidade social (figura 10) e colocados cada um em cima de
uma coluna, deixando pelo menos duas livres para a movimentagédo. As garrafas

de agua e ragao foram alocadas na grade que tampa o aparelho de plataforma
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multipla. A privagéo de sono foi realizada por 24 horas consecutivas, sendo iniciada
as 07:00hs AM, logo apés o ciclo ativo dos ratos (SAADATI et al., 2015).

Figura 10: Identificacdo de ratos na Plataforma Multipla, observando as numeragdes nas caudas.
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3.3 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Ap0Os realizado o experimento, de acordo com o grupo inserido, todos os
ratos foram avaliados por meio do Teste de Campo Aberto, do Labirinto em Cruz
Elevado e da Esquiva Inibitéria.

3.3.1 Teste de Campo Aberto

Esse teste também chamado de Open Field (Figura 11), é realizado para
avaliar a atividade locomotora do animal e € normalmente utilizado antes do LCE,
com o objetivo de aumentar a exploragdo dos mesmos no labirinto. Consiste em
uma arena em madeira (60 x 60 x 35 cm), onde o piso & dividido em nove
quadrantes iguais. A atividade locomotora foi considerada quando o animal
atravessava com as quatro patas em um dos quadrantes. Cada animal foi testado
por um periodo de 5 minutos e foi contabilizado o numero total de quadrantes que
cada rato atravessou. Todos os experimentos foram conduzidos pela manha, com
0 objetivo de evitar as variagbes circadianas, que poderiam interferir com os
resultados experimentais (LUCENA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2017).

Figura 11: Campo aberto usado para avaliagdo das movimentagdes dos animais.
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3.3.2 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O equipamento é feito de madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do chao
com dois bracos fechados e dois abertos, opostos entre si, medindo 50 x 10 x 40
cm cada e com cor preta na face interna. Neste teste, cada rato foi posicionado no
centro do LCE, com a face voltada para um dos bragos fechados e livre para
explorar o equipamento por 5 min (figura 12). Um observador efetuou as anotagoes
do numero de entradas e do tempo de permanéncia dos animais em ambos os
bracos (LUCENA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2017).

Apds observar cada animal, o LCE foi limpo com alcool 70%. O efeito
ansiolitico ou ansiogénico foi definido pelo aumento ou diminuigdo,
respectivamente, na proporgao das entradas nos bragos abertos (EBA), relativo ao
numero total de entradas em ambos os bracos, e no tempo de exploracdo nos
bracos abertos (TBA), relativo ao tempo dispensado em ambos os bragos
(PELLOW et al., 1985).

Figura 12: Labirinto em Cruz Elevado utilizado para avaliagdo do comportamento relacionado a
ansiedade em ratos.

3.3.3 Esquiva Inibitéria do tipo “step-down”

E usada para avaliagdo da aprendizagem, meméria de curta e longa duracéo
(LUCENA et al., 2013). O aparelho consiste em uma caixa de metal com uma face

de acrilico transparente, medindo 50 x 25 x 25 cm, com uma plataforma a direita de
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5 cm de altura, 8 cm de largura e 25 cm de comprimento. No lado esquerdo
apresenta uma série de barras de aluminio, que constitui o assoalho da caixa,

conectadas a um estimulador elétrico (figura 13).

Figura 13: Esquiva Inibitéria utilizada para avaliagdo de aprendizagem/meméria, com um monitor
na lateral para controlar o tempo em que os animais permanecem na plataforma.

Os animais foram colocados na plataforma, e o tempo de laténcia para
descer sobre a grade com as quatro patas foi medido em segundo com um
dispositivo automatico. Durante o treinamento, que foi realizado em uma sesséao de
no maximo 180 segundos, os animais receberam um choque de 0,4 mA, 1,0 seg
nas patas, imediatamente apds descer na grade. Durante as sessdes de teste de
memoria, nenhum choque na pata foi administrado, e a laténcia de descida (180
segundos no maximo) foi utilizada como medida de retenc&o. A fim de avaliar a
memoria de curta duragcdo (MCD) e aprendizagem, a sessao de testes foi realizada
uma hora apos o treino (LUCENA et al., 2013).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em planilha do Excel, expressos como a média
* erro padrao da média (EPM) de 7 animais por grupo. As comparacgdes estatisticas
foram realizadas pela Analise de Variancia (ANOVA) de uma via e os grupos

({39l

comparados entre si pelo teste post-hoc de Tukey ou Bonferroni. O “p” estipulado
foi menor que 5%. Para tal, foi utilizado o software GraphPad Prism, v. 5.01®, 2010

(San Diego, CA).
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4. RESULTADOS

4.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

A ANOVA de uma via mostrou que os resultados relacionados a locomogao
apresentaram uma diferenga estatisticamente significante [F,41)= 4,695; p= 0,0021]
quando as avaliagbes foram feitas intra-categorias e intergrupos. Foi observado
(Figura 14) que os animais privados do sono reduziram as locomog¢des quando
comparados com os animais controles (p= 0,0472). Na avaliagao entre os grupos
PS+BE1 e PS observou-se que o uso de bebida energética aumentou as

ambulagdes dos animais (p= 0,0091).
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Figura 14: Avaliagbes comportamentais de ratos investigados no teste do campo aberto. *p<0,05
representa diferenca estatistica em relagao aos animais controles C nao privados de sono. #p<0,05
representa diferenga estatistica em relagéo ao grupo PS privado de sono. C=Controle, PS= Privagéo
de sono por 24 horas, BE2sahv= Bebida energizante administrada 24 horas antes das avaliages
comportamentais, BEi= bebida energizante administrada 1 hora antes das avaliacbes
comportamentais (ANOVA, Teste de Tukey).

Nos animais que receberam bebida energética 24 horas antes dos testes
sendo privado ou ndo do sono, foi observado uma menor movimentagéao,

demonstrando que o efeito estimulante da bebida na hora do teste ja tinha passado,
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e estes apresentavam-se mais similares ao grupo controle e privagado de sono. A
analise intra-categorias BE24h € BE1h quando comparado com e sem a privagao de

sono, ndo houve nenhuma diferenga significante.

4.3 TESTE DO LCE

A ANOVA de uma via mostrou diferenga significante na analise das trés
variaveis analisadas no labirinto: porcentagem entradas nos bragos abertos
[F5.41)=3,271; p= 0,0155], porcentagem tempo nos bragos abertos [F5,41) = 4,46; p=
0,0029] e frequéncia nos bracgos fechados [F5,41) = 2,469; p= 0,05].

Na porcentagem de entradas nos bragos abertos (Figura 15A), os animais
privados de sono que receberam a BE com uma hora antes dos testes
comportamentais, apresentaram diferenca em relagdo aos grupos C (p= 0,0172) e
PS (p= 0,0249). Apesar de observado um maior registro de EBA dos animais que
foram privados de sono essa diferenga nao foi significativa (p< 0,05). Quanto ao
uso de bebida energética foi observado que os animais que receberam a bebida
com 24 horas antes dos testes tiveram um comportamento mais parecido com o
grupo controle que quando comparado com 0s que receberam a bebida uma hora
antes dos testes, contudo n&o houve diferenca estatistica (p< 0,05).

Como consequéncia dessa maior exploragédo, os animais do referido grupo
PS+BE1h também passaram a permanecer mais tempo nos bragos abertos (Figura
15B), quando comparados aos grupos controle (p= 0,0098), privado de sono (p=
0,0114) e ao seu grupo controle per se BE1 (p= 0,0393). Comportamento similar
foi observado com o grupo de animais que receberam BE antes da exposigao por
24 horas ao aparato de Plataforma multipla em relagédo aos grupos: C (p= 0,0135),
PS (p=0,0175) e BE24n (p= 0,0046). Em relacao a porcentagem de TBA e as demais
comparagdes intergrupos ndo houve diferenga estatistica (p< 0,05).
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Figura 15: Avaliacbes comportamentais de ratos investigados no teste do LCE. A) Porcentagem de
entradas nos bragos abertos; B) Porcentagem de tempo de permanéncia dos animais nos bragos
abertos; C) Frequéncia de entradas nos bragos fechados. *p<0,05 representa diferencga estatistica
em relagdo ao grupo controle C; #p<0,05 diferenga em relagdo aos animais privados de sono PS;
+p=<0,05 diferenga em relagcéo aos seus proprios controles BE per se (BE24n ou BE1). C=Controle,
PS= Privagao de sono por 24 horas, BE24n= Bebida energizante administrada 24 horas antes das
avaliagbes comportamentais, BE1n= bebida energizante administrada 1 hora antes das avaliagbes
comportamentais (ANOVA, Teste de Tukey).
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Ao analisar a entrada nos bragos fechados (EBF) no LCE (Figura 15C), os
animais pertencentes ao grupo PS+BEz24n estavam muito agitados, o que favoreceu
um efeito significante em relagdo ao grupo C (p= 0,0470) e BE24n (p= 0,0165).
Dessa maneira, esses resultados acabaram por interferir no tempo de permanéncia
dos animais nos bragos abertos do LCE. Em relacdo ao EBF, que representa a
movimentagdo dos animais no aparato, apesar de observar uma maior
movimentagao dos animais privados de sono em relacédo ao controle, essa resposta
nao foi estatisticamente significativa (p< 0,05). O mesmo ocorre com 0S grupos
BE1 e PS+BE1 que apesar de ter um maior numero de entradas ndo houve
diferenca estatistica (p< 0,05).

4.4 TESTE DE ESQUIVA INIBITORIA

A ANOVA de uma via mostrou que os resultados relacionados a esquiva
inibitéria apresentaram uma diferenga estatisticamente significante [F(11,72)= 0,3621;
p= 0,0003] quando as avaliagdes foram feitas intragrupos (primeira e segunda

medida) e intergrupos.

Analisando os resultados da esquiva inibitoria (Figura 16) observou-se uma
diferenca quando as analises foram realizadas entre as duas laténcias de descida,
sendo a primeira relacionada aos treinos (barras claras), onde os animais
receberam um choque de 0,4 mA, por 1 segundo, e a segunda medida (barra
colorida de cada grupo) refere-se a aprendizagem do animal. Quando se analisou
0 processo de aprendizagem e MCD, comparando primeira e segunda laténcia
intragrupo, detectou uma diferenga estatistica para os grupos C (p= 0,0166), BE24n
(p= 0,005) e BE1 (p= 0,0002), sem quaisquer alteracbes no motor ou locomotor

que fossem capazes de interferir na avaliagao.

Quando avaliada a etapa de treino dos animais controles em relagao a todos
os demais grupos, nao se detectou diferenga (p< 0,05) em decorréncia da variagédo
de resposta observada principalmente nos animais privados de sono. Esses ratos
ao serem colocados na plataforma da esquiva permaneciam apaticos na maioria

das vezes.
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Na etapa da avaliagao da aprendizagem, apds receberem um choque de 0,4
mA/1 seg, ha comparagao dessas medidas entre 0os grupos 0s Unicos que se pode
observar diferenca em relacdo aos controles foram os animais que receberam BE,

com 24 horas (p= 0,0111) ou uma hora (p= 0,0014) antes dos testes experimentais.
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Figura 16: Resposta de aprendizagem dos animais avaliados no teste da esquiva inibitéria, onde
para cada tratamento, observa-se que as primeiras barras brancas representam o treino e a
segunda barra representa o comportamento de aprendizagem. *p<0,05 representa diferenga
estatistica em relacdo ao controle (etapa da aprendizagem — segunda barra); +p<0,05 representa
diferenca estatistica em relacao a resposta do treino de cada grupo de BE per se (com 24h ou 1h).
C=Controle, PS= Privagéo de sono por 24 horas, BE24n= Bebida energizante administrada 24 horas
antes das avaliagbes comportamentais, BE1n= bebida energizante administrada 1 hora antes das
avaliagbes comportamentais (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que a privagdo de sono
somada ao consumo agudo de bebida energética, administrada uma hora antes
dos testes experimentais, é eficaz em apresentar efeito ansiolitico, enquanto a
administracdo da bebida antes da privacdo de sono provoca uma resposta
excitatoria, caracterizada pelo aumento no numero de ambulagdes nos bracos
fechados do labirinto. Esses regimes de tratamentos com a bebida per se também
foram capazes de melhorar a aprendizagem, apesar de n&o terem sido eficazes

para alterar as respostas comportamentais dos grupos privados de sono.

Atualmente os sujeitos experimentais de maior uso nas pesquisas sao 0s
ratos. Eles sdo predominantemente mais ativos durante a noite, dormindo em
média 12 horas por dia. Os roedores tém presenca de sono paradoxal durante o
dia e a noite sendo, a maior parte dele, durante a fase clara. O sono desses animais
esta dividido em ondas lentas (com 2 estagios) e paradoxal (sono REM), sendo
este dependente da postura e da temperatura. Os ciclos entre sono NREM e REM
nos roedores dura 10 a 12 minutos. Em humanos ocorre uma prevaléncia de sono
de ondas lentas ou sono NREM na primeira parte da noite € uma ocorréncia maior
do sono REM na segunda parte da noite. Nos ratos acontece o oposto, sendo no
inicio da manha maior presenga de sono paradoxal e, com o iniciar da tarde
aumenta o periodo de vigilia. Apesar das diferengas, a neurobiologia € semelhante
e tem sido muito estudada (PRINCE e ABEL, 2013). Tem sido mostrado que a
supressdo de sono em ratos adequado gera um conjunto complexo de efeitos
comportamentais composto por ansiedade, mania, impulsividade, agressao e
estresse (PIRES, et al., 2016b; SUNG, 2017).

A ansiedade, principal comportamento avaliado nesta pesquisa, € um termo
usado para descrever um estado emocional normal, associado com eventos
estressantes ou ameacgadores, ou entdo associado com dificuldades psicologicas
em condi¢des patolégicas. Como uma condi¢do clinica, a ansiedade é passivel de
analise biolégica de bases psicolégicas e bioquimicas (FISCHER e EHLERT,

2018). Sabendo-se que 0os mecanismos neurais das respostas as circunstancias
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que induzem medo, provavelmente sado similares em humanos e animais, modelos
animais de ansiedade podem ter um bom valor preditivo das respostas nas
desordens de ansiedade (HANDLEY, 1994).

Na atual pesquisa, a avaliagao comportamental foi observada por meio de
testes realizados com ratos no Campo Aberto e no LCE. Quando avaliados no
labirinto, os ratos tém uma tendéncia natural a explorar o equipamento,
permanecendo a maior parte do tempo em ambiente considerado seguro, no caso,
os bracos fechados. Baseado nesse tipo de resposta, é possivel se avaliar um
perfil de resposta relacionada a ansiedade. Um comportamento é considerado
ansiolitico quando, o animal explora e/ou passa mais tempo nos bragos abertos do
labirinto. Ao contrario, o ansiogénico é quando ha uma redugéo nessa exploragao.
Em ambas as condigdes (diminuicdo ou aumento da ansiedade), a frequéncia nos
bracos fechados nao pode ser afetada (ALKADHI et al., 2013; PIRES et al., 2016b).

As pesquisas sobre privagao de sono e ansiedade realizada com humanos
tem sido observado um aumento da ansiedade, ou seja, efeito ansiogénico (PIRES
et al., 2016a). Entretanto ndo é isso que acontece com ratos, sendo que nestes o
observado é o oposto (PIRES et al., 2016b). Em nossos experimentos, 0s animais
privados de sono nao apresentarao efeito ansiolitico claramente, apesar de terem
reduzido a ambulagao quando avaliados no campo aberto e normalizarem quando
expostos ao LCE. Sugere-se que este resultado contraditério pode ter sido em
decorréncia do tempo de laténcia que eles precisaram para recuperar suas
atividades apds 24 horas sem dormir, permanecendo em uma condi¢cao de apatia
profunda e medo, induzido pela novidade, pode suprimir a exploragao ou produzir
fuga da nova situagcdo (MONTGOMERY, 1955).

Apos 5 minutos de exploragcao no campo aberto, quando foram expostos ao
LCE, frente ao ambiente escuro do equipamento, por meio de suas paredes altas
fechadas, e que lhes davam maior seguranga, onde esse novo ambiente inibiu o
medo inicial e o animal pode aumentar os niveis de exploragdo, sem afetar a
frequéncia e tempo de exploracdo nos bragos aberto (GRAY, 1977). Essa
diminuicdo da locomogéo de ratos privados de sono no campo aberto ja foi descrita

por Zhang (2017a) e Gonzalez-Castafieda e colaboradores (2016), entretanto no
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estudo de Zhang (2017a) quando os ratos foram colocados no LCE estes
permaneceram ativos (mantendo o numero total de entradas parecido com o
controle), mas apresentaram uma reducgéo nas entradas e tempo de permanéncia
nos bracos abertos. Fato que pode ser explicado pela privagado de sono que foi de
maior tempo, 72 horas.

No estudo de Gonzalez-Castafieda e colaboradores (2016), os animais
privados de sono por 48 e 96 horas permaneceram maior tempo nos bragos abertos
do labirinto e ndo apresentou diferenga estatistica quando comparado com o grupo
controle, sendo semelhante ao presente estudo. Essas diferencas entre os
resultados encontrados, sendo que alguns estudos apresentam efeito ansiolitico e
outros nao, ja foi relatado por Pires e colaboradores (2016b) em sua revisdo
sistematica. Esta sugere que esses resultados contraditérios podem ser devido a
privagao de sono per se provocar um comportamento complexo composto por

hiperatividade/mania.

Entende-se que muitos outros modelos envolvendo atividades locomotora e
exploratéria de roedores tém sido usados para avaliagdo da ansiedade, incluindo o
labirinto em Y (GARCIA e ESQUIVEL, 2018; MARRIOTT e SPENCER, 1965), o
campo aberto com orificios no assoalho para exploracao direcionada - “holeboard”
(GOMEZ e GARCIA-GARCIA, 2017; NOLAN e PARKES, 1973; ZHANG et al.,
2017b) e a caixa claro-escuro (CRAWLEY e GOODWIN, 1980; ZHANG et al.,
2017Db), pela rapidez do uso e nao requererem equipamentos complexos e caros.
No entanto, frente aos aparatos usados na presente pesquisa, ndo podemos
descartar a possibilidade de resultados contraditérios que poderiam ter sido

obtidos, quando da avaliacdo nesses modelos experimentais previamente citados.

O uso de bebidas contendo cafeina e taurina durante vigilia prolongada
reduz a sensacgao de fadiga e aumenta o vigor, inibindo ou bloqueando o impacto
provocado pela privagao de sono (GILES et al., 2012; REYNER e HORNE, 2002).
Em nossos experimentos, foi observado que o total da distancia percorrida no teste
de campo aberto foi reduzido nos animais privados de sono. Essa resposta,
entretanto, foi normalizada, quando estes ingeriram a bebida energética apds a

privagao de sono, corroborando com os achados de Giles e colaboradores (2012)
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e de Reyne e Horne (2012). O aumento da locomog&o ocorrido no campo aberto
pelo grupo PS+BE1 € n&do observado no labirinto pode ser explicado devido a
impulsividade aumentada gerada pela supressdo de sono que induz a
hiperatividade motora e que apenas num segundo momento, quando colocado o
animal no labirinto que este apresentou uma diminuigdo de ansiedade sem
impulsividade apresentada anteriormente (MCCOY e STRECKER, 2011; PIRES, et
al., 2016b).

Em nossos resultados, o energético somente modificou as respostas
provocadas pela privagdo de sono na locomogédo no LCE quando a bebida foi
ingerida antes da PS. Sugere-se que o estado estimulante devido ao pico dos
efeitos farmacocinético e farmacodinamicos do grupo BE24n+PS ja havia passado
e que nessa fase estava sofrendo os efeitos da supressdo de sono e por isso
apresentou uma diminui¢do da exploragao no campo aberto, induzido pelo medo a
novidade, e num segundo momento, quando colocado no LCE o interesse pelo
novo fez o animal se movimentar pelo aparelho (GRAY, 1977; MONTGOMERY,
1955).

Ardais e colaboradores (2014) encontrou ansiogénese em seu estudo
realizado com ratos adolescentes e associado tratamento crénico (periodo maior
que de 24-48 horas) e noturno de cafeina 0,1 (dose baixa), 0,3 (dose moderada) e
1 (dose alta) mg / mL, onde foi observado diminuicdo do numero de entradas e
tempo gasto nos bragos abertos do LCE para todos os tratamentos com cafeina, e
apenas no grupo com dose alta foi observado um aumento da distancia total
percorrida no campo aberto. Em nossa pesquisa, ndo foram observadas alteragdes
nos grupos que utilizaram apenas a bebida energética, esses resultados
contraditorios podem ser devido a forma de administragao utilizada ser aguda de
apenas uma dose de 0,3 mg/ mL / kg, e no estudo de Ardais o tratamento foi crénico
e nao se calculou a quantidade de bebida ingerida. Em relagdo ao comportamento
ansioso foi observado claramente um efeito ansiolitico apenas quando a bebida
energética foi administrada apos a privacdo de sono, observado devido um
aumento da porcentagem de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos
do LCE.
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Assim, os efeitos da cafeina sdo dependentes de cada organismo e da dose
consumida, uma vez que alguns organismos sao mais suscetiveis que outros
(CARVALHO et al., 2006; BODENMANN et al., 2012). O uso prolongado de bebidas
contendo cafeina reduz sintomas de alteragcdes da frequéncia cardiaca, pressao
sanguinea ou fluxo de sangue nos tecidos, e quando em abstinéncia pode-se
observar sensagdes de fadiga, cefaleia e nauseas (CARVALHO et al.,, 2006).
Todavia, essa diferengca de concentracdes e quantidade de cafeina utilizada nos
estudos e a interferéncia da privagdo de sono pode ter gerado essas alteragdes
aqui encontradas, visto que a cafeina contida na bebida energética, e sendo esta
considerada o principal componente responsavel pelo efeito estimulante, de alerta
e potencializador de desempenho fisico (GILES et al., 2012; OWENS, MINDELL e
BAYLOR, 2014) e a privagcédo de sono em ratos responsavel por gerar um complexo
de efeitos comportamentais compostos por ansiedade, mania e impulsividade
(Pires, et al., 2016b).

A formacao da memodria é formada por trés etapas aquisi¢ao, consolidagao
e recuperacao. A codificacdo onde se tem o primeiro contato com a informagao a
ser aprendida. A consolidacdo que acontece durante o sono, onde a memoria de
curta duragao se transforma em meméria de longa duragao. E a recuperagédo onde
se resgata algo aprendido anteriormente (BEN-YAKOV, DUDAI e MAYFORD,
2015; MCCOY e STRECKER, 2011; PRINCE e ABEL, 2013). Neste trabalho utiliza-
se apenas as etapas de aquisi¢ao e recuperagdo, configurando um aprendizado e
aquisicao de MCD, foi observado que a bebida energética foi capaz de intensificar

o aprendizado, mas nao foi suficiente para reverter a resposta da privagao de sono.

E importante destacar que a ingestdo de Red Bull melhorou o tempo de
reacdo, desempenho nos testes de estresse mental e imediato de memoria,
fluéncia verbal e atengdo (CAVKA et al., 2015), Giles e colaboradores (2012) em
estudo usando cafeina e taurina, aumenta o tempo de reagdo de escolha, mas
reduz o tempo de reacdo nas memodrias de trabalho, o que corrobora com o
presente estudo, onde o uso de bebida energética foi capaz de melhorar a
aprendizagem. Ardais e colaboradores (2014) também observou uma melhora na
memoria de reconhecimento de objetos nos animais que consumiram cafeina (0,3

e 1 mg / mL) por periodo prolongado, corroborando com o presente estudo apesar
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deste ter sido utilizada apenas 1 dose de 0,3 mg / mL / kg administrada 24 ou 1

hora antes dos testes.

Corroborando com o presente estudo, Zhang e colaboradores (2017a),
encontraram uma piora no reconhecimento de objetos em animais privados de sono
por 72 horas. Contudo tem sido encontrado em diversos estudos que o uso de
cafeina crbnica ou de forma aguda melhora os sintomas da privagao de sono, fato

nao observado nesta pesquisa.

Estudo de Wadhwa e colaboratores (2015) observou a administragéo por
duas vezes de 60 mg / kg / dia preveniu o déficit no reconhecimento de objetos em
ratos privados de sono por 48 horas. No mesmo modelo de estudo Sahu e
colaboradores (2013) observou que a cafeina previne a queda da proliferagdo
neuronal no giro denteado em ratos privados de sono. Alhaider e colaboradores
(2010), em seu estudo com administragao cronica de cafeina (0,3 g/ L) diluido em
agua durante 4 semanas anteriores a privagao de sono por 24 horas, observou que
o0 uso crénico de cafeina preveniu o déficit de aprendizado e memoaria curta

hipocampo dependente no labirinto radial aquatico.

Com o mesmo modelo de estudo Alkadhi e Alhaider (2016), Alhaider e
Ackadhi (2015), relata que a cafeina melhora a neuroplasticidade do hipocampo e
giro denteado, respectivamente, de ratos privados de sono. Estudo realizado com
laparoscopistas privados de sono, mostraram que o uso de cafeina e taurina
restaurou o desempenho em laparoscopia simulada para niveis nhormais, melhorou
o tempo de reagao, mas néo diminuiu os erros (AGGARWAL et al., 2011). Apesar
do uso de cafeina aumentar o estado de alerta e concentracao devido a inibicdo do
receptor da adenosina na fenda sinaptica e a taurina evitar o estresse oxidativo,
sendo um potente citoprotetor (CARVALHO et al., 2006), no presente estudo o uso
de cafeina ndo preveniu o déficit de aprendizagem/memoria provocada pela

privacao de sono.

Esses efeitos contraditorios, podem talvez ser explicados pela presenca da
cafeina no conteudo da bebida energética, uma vez que ela & considerada o
principal componente responsavel pelo efeito estimulante e de alerta (GILES et al.,
2012; OWENS, MINDELL e BAYLOR, 2014). Os efeitos da cafeina, entretanto, sdo
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dependentes de cada organismo e da dose consumida, uma vez que alguns
organismos sdo mais suscetiveis que outros (CARVALHO et al.,, 2006;
BODENMANN et al., 2012). E pode-se observar que a dose utilizada foi menor que

nos referidos estudo acima citados.

Apesar do que tem sido relatado na literatura, ndo se observou qualquer tipo
de alteragao nas respostas produzidas pelos animais privados de sono, quando da
administragao da bebida energética. Com isso, ndo se descarta a possibilidade de
que as respostas decorrentes da privacdo de sono entre as espécies podem
interferir biologicamente em algum aspecto, de tal forma que o energético na dose
administrada, nao foi capaz de alterar o perfil de resposta dos animais privados e
avaliados no teste da esquiva inibitéria, quando a avaliagao foi realizada intragrupo,

ou seja, em relagcédo ao seu basal relacionado ao treino.

Um fator que n&o se pode deixar de considerar nos resultados aqui obtidos,
€ o fato dos animais terem sido investigados quando estavam com 2 meses de
idade. Essa idade pode ser correlacionada a jovens adultos (menores de 30 anos)
nos seres humanos (IMHOF et al., 1993) sendo, portanto, a faixa de idade onde ha
um dos maiores consumos de energéticos com o intuito de gerar bem-estar, e
qualidade de vida (ISHAK et al., 2012; SORKIN et al., 2014). O principal motivo do

uso dessa bebida deve-se ao seu efeito estimulante.

Como exemplo dessa realidade €& possivel observar o seu consumo
associado ao alcool, com intuito de minimizar o efeito depressivo da bebida
alcodlica (CASUCCIO et al., 2015; ISHAK et al., 2012; SORKIN et al., 2014), além
do consumo no dia anterior a uma prova para manter acordado ou alerta ou no dia
da prova apos noite em claro, reduzindo os efeitos indesejados da sonoléncia e
para reposi¢cao de energia (ISHAK et al., 2012; OWENS, MINDELL e BAYLOR,
2014; USMAN, BHOMBAL e JAWAID, 2015). Em outra opgao, ela também é
utilizada para melhorar o desempenho fisico (ALSUNNI, 2015; IBRAHIM e
IFTIKHAR, 2014; SORKIN et al., 2014).

No que se refere aos animais com 2 meses de idade, essa escolha foi
também em decorréncia deles apresentaram respostas sugestivas de baixos niveis

de ansiedade, enquanto aqueles testados aos 4 meses de idade ou mais,
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apresentaram respostas sugestivas de maiores niveis de ansiedade
significativamente mais elevadas, independentemente do sexo. No entanto, aos 3
meses de idade, ratos machos apresentaram comportamento sugestivo de maiores
niveis de ansiedade do que fémeas (IMHOF et al., 1993). Foi também verificado
que no LCE, a resposta a drogas ansioliticas ou ansiogénicas variou de acordo com
a idade dos animais. Assim, o diazepam, droga ansiolitica, foi efetiva somente em
animais de 4 meses, enquanto que o pentilenotetrazol, droga ansiogénica, foi
efetiva preferencialmente em animais testados aos 2 meses, mostrando a
dependéncia da idade nessa resposta (DA SILVA et al., 1996).

Os efeitos colaterais decorrentes do consumo desse tipo de bebidas podem
ser palpitagbes (35%), insdnia (21%) e irritabilidade (20%) (CASUCCIO et al.,
2015). Estudos realizados com adolescentes em que foram observadas alteragdes
comportamentais (VAN BATENBURG-EDDES et al., 2014) e com possiveis
consequéncias prejudiciais a saude (ALSUNNI, 2015; IBRAHIM e IFTIKHAR, 2014;
SORKIN et al., 2014). Em nossa pesquisa, ndo consideramos o uso crénico da
bebida, mas na dose aqui investigada ndo se observou nenhum efeito grave que

pudesse comprometer os comportamentos avaliados.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, € possivel sugerir que ha uma
possivel interferéncia do consumo de bebida energizante decorrentes da privagao
de sono em um periodo de 24h, com base nos seguintes encontrados:

As ambulagdes de animais privados de sono em um campo aberto sao
reduzidas durante os 5 primeiros minutos apds o estresse decorrente de uma

privacao de 24h;

— O consumo de energético, antes da privagao de sono, pode gerar um efeito
excitatério no LCE, sem qualquer interferéncia quando administrado apds a

PS, conforme os dados observados nos bracos fechados do labirinto;

— O consumo dessa substancia estimulante, apds a PS, foi capaz de induzir
um efeito ansiolitico, conforme demonstrado pelo aumento na porcentagem
de TBA e EBA no LCE;

— A privagao de sono gera déficit na aprendizagem/memdéria e o uso de BE

nao foi capaz de reverter essa resposta da PS.

— A bebida energética, tomado em qualquer um dos momentos, pode melhorar

significativamente a aprendizagem de animais.

Em nossos experimentos, apesar de tentarmos fazer uma correlagdo com os
seres humanos, entende-se que muitos fatores comprometedores em uma analise
comparativa deveriam ser levados em consideragdo, em uma abrangéncia muito
maior do que as que foram aqui abordadas. Apesar disso podemos relatar que o
uso de bebida energética de forma aguda visando minimizar os deficits da privagao
de sono nao é eficaz em relagdo a memoria/aprendizado, entretando gera um efeito
ansiolitico quando administrado apds o periodo de privagado de sono. Pensando em
um trabalhador em turnos pode é possiveln que ele tome um energetico para
reduzir a ansiedade, mas observando um estudante que passa a noite revisando a
matéria para ir fazer a prova, tomar o energético em qualquer dos momentos nao

vai ajuda-lo na aprendizagem/memorizagao.
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Em nossos experimentos, trabalhou-se com numero reduzido de animais
levando em conta as diretrizes disposta pelo CEUA, o que pode ter limitado algums
aspectos observados. Utilizou-se ratos machos e com aproximadamente 2 meses
de idade, as variagbes entre sexo e idade se fossem mais abrangentes, e seus
aspectos hormonais poderiam ser um vies nas respostas observadas e constituir
em um leque de alternativas para um estudo muito mais aprofundado do que nossa
proposta aqui apresentada. Levando em consideragao algumas limitagbes da
pesquisa um leque de alternativas pode ser proposto para experimentos futuros:
analise entre machos e fémeas, adolecentes e adultos, utilizar outros modelos
experimentais de analise de comportamento e cogni¢cdo, e até aprofundar nas
analises bioquimicas morfofuncionais das principais areas cerebrais envolvidas

com emogdes e cognigdes.
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