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RESUMO

O clonazepam é utilizado no tratamento da insénia e a melatonina € o hormédnio
produzido pela glandula pineal ligado ao ciclo sonol/vigilia. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do clonazepam e da melatonina sobre a memoaria de
curto e longo prazo de ratos Wistar submetidos a privagado de sono. Utilizou-se
96 animais distribuidos em 12 grupos combinados para avaliar o efeito do
clonazepam (CLO) ou melatonina (MEL) comparado com placebo (CON) sobre
a memoria curta (MC) ou longa (ML) de ratos privados (CPS) ou ndo de sono
(SPS). Apos 24 horas de privagao de sono, os animais receberam o farmaco e
depois de 24 horas avaliou-se a memoaria com o teste de reconhecimento de
objeto, sendo que animais sem déficit de memaoria permanecem mais tempo com
um objeto novo (ON) do que com um objeto familiar (OF). Utilizou-se ANOVA de
duas vias (tratamento e privagdo de sono) com medidas repetidas (objeto novo
e familiar) e apds o teste post hoc (Newman-Keuls). Os animais de MEL e CON
gastaram menos tempo com o OC que os animais de CLO, independentemente
de ser SPS ou CPS, tanto no teste de MC ou ML. Os animais de MEL foram os
que mais investigaram o ON. Conclui-se que a melatonina n&o prejudica a
memoaria de curto ou longo prazo de ratos submetidos ou ndo a privagao de sono.
Por outro lado, o clonazepam interfere negativamente na memdria curta e longa
dos animais, independentemente de haver ou nao privagao de sono.

Palavras-chave: Benzodiazepinico; cognigao; horménio; insonia.



ABSTRACT

Clonazepam is used to treat insomnia and melatonin is the hormone produced
by the pineal gland and is related to the sleep/wakefulness cycle. The aim of this
study was to evaluate the effect of clonazepam and melatonin on the short and
long-term memory of Wistar rats submitted to sleep deprivation. Ninety-six
animals were distributed in 12 groups to evaluate the effect of clonazepam (CLO),
melatonin (MEL) compared to placebo (CON) on the short (MC) or long (ML)
memory of private sleep (CPS) or not (SPS). After 24 hours of sleep deprivation,
the animals received the drug and after 24 hours memory was assessed through
the object recognition test, in which animals without a memory deficit are
expected to remain longer with a new object (ON) than with an already known
object (OC). Two-way ANOVA (treatment and sleep deprivation) with repeated
measures (object) were performed with p <0.05 and post hoc test (Newman-
Keuls). MEL and CON animals spent less time with OC than CLO animals,
regardless of whether they were SPS or CPS, either in the MC or ML test. MEL
animals were the ones that most investigated ON. Concluding, melatonin does
not impair the short or long term memory of rats submitted or not to sleep
deprivation. On the other hand, clonazepam interferes negatively in the animals'
short and long memory, regardless of whether or not there is sleep deprivation.

Keywords: Benzodiazepine; cognition; hormone; insomnia.
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1. INTRODUGAO

O sono é uma propriedade fisiolégica necessaria para a manutengao da
homeostase do organismo. A modificagdo do estado de consciéncia promovida
pelo sono colabora para o funcionamento de atividades enddcrinas, controle
térmico, aprendizado, consolidagdo da memoria, renovagdo de componentes
celulares, conservagao e restauragdo de energia, regulacdo hormonal,
metabolismo dos carboidratos e aumento de marcadores inflamatorios (RIBEIRO
et al., 2014; WIENER, 2016). Nesse contexto, perturba¢gdes do sono podem
gerar consequéncias graves, comprometendo a qualidade de vida, o
funcionamento fisico, ocupacional, cognitivo e social do individuo (BILLIARD;
BENTLEY, 2004; JANSEN et al., 2007).

O sono possui dois estagios: o sono de movimentos oculares nao
rapidos (NREM) e o de movimentos oculares rapidos (REM). O primeiro &
composto por trés etapas (N1, N2, N3) que se comportam em grau crescente de
profundidade e é caracterizado pela reducdo gradativa da atividade cerebral,
pelo relaxamento muscular com manutencao do ténus, além da diminuicdo dos
movimentos corporais e das ondas eletroencefalograficas regulares
(FERNANDES, 2006). Ja o estagio REM é caracterizado por movimentos
oculares rapidos, hipotonia ou atonia muscular, conservacido da respiracao,
dessincronizagédo nas ondas eletroencefalograficas e supressao da atividade na
eletromiografia (DA SILVA, 1996). Nesse sentido, o ciclo sono-vigilia geralmente
ocorre na seguinte sequéncia: vigilia, N1, N2, N3 e REM (NEVES et al., 2013).

As informagdes aprendidas requerem um periodo de sono adequado
para serem retidas e é, possivelmente, durante o estagio de sono REM que sdo
fixadas a longo ou a curto prazo. Dessa forma a privagdo ou o sono de ma
qualidade podem comprometer o processo de memorizagao e o raciocinio l6gico
(IDZIKOWSKI, 1984).

O estado de despertar € gerado através de uma interagdo dinamica entre
neurotransmissores como noradrenalina, serotonina, acetilcolina, dopamina e
orexina e a promog¢ao do sono esta relacionada ao acido gamaaminobutirico

(GABA), dglicina, melatonina e adenosina. O desequilibrio entre essas
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substancias relaciona-se com a neurobiologia da insénia (GULYANI et al.,2012).
A insOnia é o transtorno do sono mais frequente na populagao e caracteriza-se
como uma condig¢ao debilitante que consiste na dificuldade de iniciar ou manter
0 sono, apesar da existéncia de oportunidades adequadas para dormir
(MARUICHI et al., 2011).

Dentre as classes farmacoldgicas mais utilizadas para o tratamento da
insdnia destacam-se os benzodiazepinicos, que alteram a arquitetura do sono e
facilitam o inicio e a manutencao do sono (POYARES et al., 2004; WICKBOLDT
et al.,, 2012). Essa classe é utilizada pois reduz a atividade e excitagdo do
sistema nervoso central, produzindo um estado de sonoléncia (BALDWIN et al.,
2013).

Os benzodiazepinicos atuam como moduladores alostéricos positivos do
acido gama-aminobutirico (GABA), que € o principal neurotransmissor inibitério
do sistema nervoso central, sendo encontrado em altas concentragdes no cortex
e no sistema limbico. Por ser de natureza inibitoria, ele reduz a excitabilidade
dos neurbnios. (HAEFELY et al.,, 1993). O GABA possui trés receptores
denominados de A, B e C. Os benzodiazepinicos atuam no receptor GABAa,
produzindo uma modificagado estrutural, sendo modulador alostérico positivo,
facilitando a abertura dos canais para cloreto, aumentando o influxo celular deste
ion gerando hiperpolarizagcdo celular e com isso ocorre a inibicao sinaptica
(ZORUMSKI; ISENBERG, 1991).

Porém essa classe possui efeitos colaterais importantes como
desenvolvimento de tolerancia e possivel insdnia rebote apds a interrupgao da
medicagao. Além disso, provoca sedacgéo residual e sedacéo diurna, aumenta o
risco de quedas e de confusdo, exacerba possiveis dificuldades respiratorias
subjacentes e gera problemas de memaria de curto prazo (SCHUMANN et al.,
2020). Ha também uma possivel relagdo entre o uso prolongado de
benzodiazepinicos e o0 agravamento do declinio cognitivo juntamente com os
processos de envelhecimento normal, levando ao aumento dos quadros de
deméncia. (LAGNAOUI et al., 2002; WU et al., 2009; GAGE et al., 2012;
GALLACHER et al., 2012). O clonazepam foi o segundo benzodiazepinico de
alta poténcia descoberto. Esse farmaco se comporta como um agonista do
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receptor GABAAa de forma altamente potente e de longa agdo. Para o uso em
ratos, verificou-se a dose de 1mg/kg (GRIFFIN et al., 2013).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é o principal hormdnio
produzido pela glandula pineal que atua no ciclo circadiano de sono-vigilia nos
mamiferos (GRINGRAS et al., 2017). Quando empregada de forma terapéutica
para tratar disturbios do sono em adultos e criancas € considerada um
medicamento relativamente ndo toxico pois ndo produz efeitos colaterais
significativos (SEABRA et al., 2000; GITTO et al., 2004; HUSSAIN et al., 2011).
Ela atua via receptores de membrana MT1 e MT2 acoplados a proteina G
(DUBOCOVICH, 1995; REPPERT et al., 1994), receptores nucleares da familia
do acido retindico (WIESENBERG et al., 1995), apresenta efeitos diretos em
proteinas intracelulares como calmodulina ou tubulina (CARDINALI; FREIRE,
1975; BENITEZ-KING, 2006). Ha relatos de administragdo da dose de 5mg/kg
de melatonina para disturbios do sono (DAHLITZ et al., 1991; MALHOTRA et al.,
2004).

As fungdes da melatonina sdo divididas em cronobidticas e néo-
cronobiodticas. Os efeitos cronobidticos englobam a regulagdo das fungdes
fisiolégicas e neuroenddcrinas, como a sincronizagao dos ritmos reprodutivos
sazonais (TAMARKIN et al., 1976), a regulagdo dos ciclos circadianos
(ALONSO-VALE et al., 2008), do ciclo sono/vigilia (LYSENG-WILLIAMSON,
2012), da temperatura (AOKI et al., 2008), do ritmo diario dos horménios
(IKEGAMI et al., 2019) e citocinas (CECON; MARKUS, 2011). Os efeitos nao-
cronobidticos possuem propriedades antioxidantes e de remocédo de radicais
livres, demonstrando funcdo protetora em varias doencas relacionadas ao
estresse oxidativo, como a doencga de Alzheimer (SRINIVASAN et al., 2005) e a
doenca de Parkinson (MILLER et al.,, 1996). Além disso, os efeitos nao-
cronobidticos estdo relacionados a resposta de defesa imunologica (CECON;
MARKUS, 2011), a efeitos anti-inflamatérios (GENOVESE et al., 2005),
antidepressivos (ERGUN et al., 2006), anticonvulsivantes (YAHYAVI-FIROUZ-
ABADI et al., 2006) e analgésicos (MANTOVANI et al., 2006).

Existem quase 30 formas de realizar a privagdo de sono em roedores ja
descritas (Revel et al., 2009). Para inibicdo do sono REM um dos métodos mais

utilizados é o modelo de Plataformas Multiplas Modificado, adaptado do modelo
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de plataforma (VAN HULZEN; COENEM; 1981). Nesse modelo utilizam-se
multiplas plataformas em um tanque preenchido com agua para promover
privacdo de sono em varios animais de uma unica vez, pois assim os ratos estao
livres para se movimentar no tanque de uma plataforma para outra e para
interagir com os demais animais, o que reduz o estresse decorrente da
imobilidade e do estresse social (SUCHECKI et al., 1998; MACHADO et al.,
2004). A plataforma permite que o animal se acomode e obtenha sono NREM,
porém ao se iniciar a fase REM ocorre perda de tébnus muscular e como
consequéncia a perda do equilibrio postural, dessa forma o animal encosta na
agua, o que o faz despertar (MALLICK et al., 2011)

A privagao do sono por uma noite pode prejudicar o desempenho em
muitas tarefas cognitivas (DURMER; DINGES 2005; KILLGORE 2010). Em
ratos, os protocolos de privagao do sono podem variar de 24 até 96 horas (JEDDI
et al.,, 2016; ALMEIDA, 2018). Estudos utilizando o protocolo de 24 horas
demonstram que esse periodo de privagdo de sono ja causa alteragdes e
prejuizos, podendo ser utilizado como modelo experimental (ZHAO et al., 2018;
PORCHERET et al., 2019).

A memodria pode ser classificada segundo o tempo com que séo
adquiridas ou com relacdo ao seu conteudo. Conforme o tempo em que séo
armazenadas, as memorias podem ser classificadas em memoaria a curto prazo
ou a longo prazo. A memoria de curto prazo esta relacionada ao armazenamento
temporario de informagdes, ou seja, durante um curto periodo. A meméria de
longo prazo diz respeito ao armazenamento de informag¢des por um periodo
maior (CECHELLA et al., 2014). Com relagao ao conteudo, a memoéria pode ser
dividida em declarativa ou ndo declarativa. A memaria declarativa diz respeito ao
armazenamento de conhecimentos que podem ser intencionalmente recordados
e a memoria ndo declarativa esta relacionada as atividades motoras e
perceptivas (DE FARIA et al., 2020).

A memoéria de reconhecimento é a capacidade de julgar um item
recentemente encontrado como familiar. A capacidade da memoéria de
reconhecimento foi particularmente bem documentada em camundongos, ratos
e macacos, bem como em humanos (MANNS et al., 2003). Ela pode ser testada

em roedores usando tarefas de reconhecimento de objetos que sdo baseadas
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na tendéncia espontanea que os roedores apresentam de explorar objetos novos
quando os animais se lembram dos objetos aos quais eles foram previamente
expostos (VEDOVELLI, 2011).

Dessa forma, o objetivo deste estudo € avaliar o efeito do clonazepam e
da melatonina sobre a memdria de curto e de longo prazo de ratos Wistar

submetidos a 24 horas de privagao de sono.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Uso de Animais da

Universidade Federal do Parana setor Palotina sob protocolo numero 07/2020.

2.1 Animais

O experimento foi realizado no Biotério Experimental de Roedores da
Universidade Federal do Paranda, Setor Palotina. Para tanto foram utilizados 96
ratos da espécie Rattus norvegicus albinus, variedade Wistar, com 45 dias de
idade, sendo 50% de fémeas e 50% de machos. Os animais foram mantidos em
grupos de quatro animais do mesmo sexo em caixa de polipropileno
(41x33x16cm), comumente utilizadas no alojamento de ratos. Os animais
receberam racéo peletizada propria para roedores de laboratério e agua ad
libitum. A temperatura foi controlada a 22 + 2,0°C e foi mantido o ciclo

claro/escuro de 12 horas.

2.2 Privagao de sono

Os animais passaram pelo protocolo da privacdo de sono trés vezes em
dias alternados e depois foi realizado o teste de reconhecimento de objeto com
cada animal individualmente para avaliagdo da memaria. Para isso, nos dias D1,
D3 e D5 de experimento os animais dos grupos a serem privados de sono foram
submetidos ao modelo de plataformas multiplas modificadas. Para tanto, foram
empregadas caixas organizadoras de plastico transparente (68 x 45 x 47 cm)

com cilindros de concreto de 8 cm de altura e 8 cm de didmetro, em numero
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correspondente ao numero de ratos mais 50%, totalizando seis plataformas
(FIGURA 1). Manteve-se o grupo de animais provenientes das caixas utilizadas
na manutencdo dos animais, evitando assim estresse adicional por restrigao

social e de movimento.

FIGURA 1 - CAIXA ORGANIZADORA COM CILINDROS DE CONCRETO UTILIZADA NO
TESTE DE PLATAFORMAS MULTIPLAS MODIFICADO PARA PROMOVER
RESTRICAO DE SONO REM EM RATOS.

FONTE: O autor (2020).

A caixa organizadora foi preenchida com agua até 1 cm abaixo do topo
das plataformas. As tampas das caixas eram dotadas de diversas perfuracées
para permitir a troca de ar. Os animais permaneceram nesse aparato por 24
horas, iniciando sempre as oito horas da manha.

Finalizada as 24 horas de privagao de sono, os animais foram medicados
conforme o grupo experimental e devolvidos a caixa de manutengao, totalizando
trés administragcdes. Os grupos que nao participaram da privagao de sono foram
medicados em horario correspondente a fim de evitar erros nas comparacoes,

sendo esta realizado sempre as oito horas da manha.

2.3 Experimento um: avaliagdo de memoria de curto prazo

Para avaliagdo da meméria de curto prazo, os animais foram distribuidos

nos seguintes grupos experimentais:
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e G1:0,2mL agua potavel (veiculo), sem privagao de sono (controle);
e G2: 0,2mL agua potavel (veiculo), com privagao de sono;

e G3: 5mg/Kg melatonina, sem privagao de sono (controle);

e G4: 5mg/Kg melatonina, com privagao de sono;

e G5: 1mg/Kg clonazepam, sem privagao de sono (controle);

e G6: Tmg/Kg clonazepam, com privagao de sono.

2.3.1 Avaliagdo da memoria

Apos 24 horas da ultima privacédo de sono, os animais foram submetidos
a avaliacdo de memoria com o uso do teste de reconhecimento de objeto,
realizado individualmente em uma arena de 75x75x75 cm sobre uma placa de
vidro (FIGURA 2). Os animais eram colocados sempre no mesmo lugar dentro
da arena, no canto oposto aos objetos. Esse teste compreende trés sessdes:
habituagao, aquisicao e retengdo. Entre os animais era realizada a limpeza do
local com alcool 70° INPM para que nao houvesse interferéncia de feromonios

liberados pelos animais.

FIGURA 2 - ARENA E PLACA DE VIDRO UTILIZADAS NO TESTE DE RECONHECIMENTO
DE OBJETOS DE RATOS SUBMETIDOS OU NAO A PRIVAGCAO DE SONO E
TRATADOS COM CLONAZEPAM, MELATONINA OU PLACEBO.

FONTE: O autor (2020).
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Na sessdo de habituacdo, cada animal permaneceu na arena por 15
minutos para que o animal se familiarizasse com o ambiente da arena.

A sessao de aquisicao foi realizada 24 horas apd6s a sessao de
habituagao e durou 10 minutos. Nessa sessao os animais foram individualmente
colocados na arena na qual havia dois objetos idénticos. Os objetos utilizados
foram duas garrafas de vidro transparente, de cerca de 30 cm, preenchidas com
corante preto. Esses objetos foram denominados de objetos familiares.

A sesséo de retencgao levou 5 minutos e ocorreu 1 hora apos a sesséo
de aquisicao no teste de memdria curta (FIGURA 3). Esta sessao visou verificar
0 quanto o animal reteve de memoria e para isso um dos objetos familiares foi
substituido por um objeto novo. Os objetos em questdo possuiam peso suficiente
para ndao serem arrastados pelos animais e eram diferentes entre si na cor,
textura e forma. Neste estudo, utilizou-se uma lata cilindrica amarela de 15cm
de altura, preenchida com areia para se tornar pesada como objeto novo. Nessa
sessao foi mensurado por um observador as cegas do tratamento o tempo de
exploragédo do animal em cada um dos objetos, sendo esperado que 0s animais
que retiveram memoria passam a explorar mais o objeto novo do que o
conhecido. A partir do tempo em segundos da exploragdo desses animais foi
realizado um indice de reconhecimento (também chamado de indice de
discriminagao), que consiste em subtrair o tempo que o animal explorou o objeto
novo (TON) e o tempo que o animal explorou o objeto familiar (TOF) dividido pela
soma desses dois valores, na seguinte formula: (TON-TOF) / (TON+TOF)
(GOMES, 2015). A exploracao de objetos € definida quando o animal esta

proximo ao objeto, cheirando, tocando ou observando o mesmo.

FIGURA 3 - LINHA DO TEMPO DEMONSTRANDO OS DIAS QUE OS ANIMAIS PASSARAM
PELA PRIVAGAO DE SONO, OS DIAS DO TRATAMENTO E AS SESSOES DO

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9

Tratamento: @
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2.4 Experimento dois: avaliagdo de memoria de longo prazo

Para avaliagdo da memoria de longo prazo, os animais foram
distribuidos nos seguintes grupos experimentais:
e G7:0,2mL agua potavel (veiculo), sem privagao de sono (controle);
e G8: 0,2mL agua potavel (veiculo), com privagao de sono;
¢ G9: 5mg/Kg melatonina, sem privagado de sono (controle);
e G10: 5mg/Kg melatonina, com privagcéo de sono;
e G11: 1Tmg/Kg clonazepam, sem privagao de sono (controle);

e G12: 1Tmg/Kg clonazepam, com privagao de sono.

2.4.1 Avaliagdo da memoria

Ap06s 24 horas da ultima privagdo de sono, os animais foram submetidos
a avaliagao de memodria através do teste de reconhecimento de objeto, realizado
individualmente em uma arena de 75x75x75 cm sobre uma placa de vidro. Os
animais eram colocados sempre no mesmo lugar dentro da arena, no canto
oposto aos objetos. Esse teste compreende trés sessdes: habituagcéo, aquisicao
e retencao. Entre os animais era realizada a limpeza do local com alcool 70°
INPM para que ndo houvesse interferéncia de feroménios liberados pelos
animais.

Na sessdo de habituacdo, cada animal permaneceu na arena por 15
minutos para que o animal se familiarizasse com o ambiente da arena.

A sessao de aquisicao foi realizada 24 horas apds a sessao de
habituagao e durou 10 minutos. Nessa sessao os animais foram individualmente
colocados na arena na qual havia dois objetos idénticos. Os objetos utilizados
foram duas garrafas de vidro transparente, de cerca de 30 cm, preenchidas com
corante preto. Esse objeto foi denominado de objeto familiar.

A sesséao de retencdo levou 5 minutos e ocorreu 24 horas apés a sessao
de aquisi¢cao no teste de memoaria longa (FIGURA 4). Esta sessao visou verificar
0 quanto o animal reteve de memoaria e para isso um dos objetos familiares foi
substituido por um objeto novo. Os objetos em questao possuiam peso suficiente

para nao serem arrastados pelos animais e eram diferentes entre si na cor,
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textura e forma. Neste estudo, utilizou-se uma lata cilindrica amarela de 15cm
de altura, preenchida com areia para se tornar pesada como objeto novo. Nessa
sessdo foi mensurado por um observador as cegas do tratamento o tempo de
exploragédo do animal em cada um dos objetos, sendo esperado que os animais
que retiveram memoria passam a explorar mais o objeto novo do que o
conhecido. A partir do tempo em segundos da exploragdo desses animais foi
realizado um indice de reconhecimento (também chamado de indice de
discriminagao), que consiste em subtrair o tempo que o animal explorou o objeto
novo (TON) e o tempo que o animal explorou o objeto familiar (TOF) dividido pela
soma desses dois valores, na seguinte formula: (TON-TOF) / (TON+TOF)
(GOMES, 2015). A exploracao de objetos é definida quando o animal esta

proximo ao objeto, cheirando, tocando ou observando o mesmo.

FIGURA 4 - LINHA DO TEMPO DEMONSTRANDO OS DIAS QUE OS ANIMAIS PASSARAM
PELA PRIVAGAO DE SONO, OS DIAS DO TRATAMENTO E AS SESSOES DO

Privagédo de sono Privacao de sono Privagéo de sono ) L)

[ |. | }. | |. | | |
[ I [ I [ I
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 8
08:00 08:00 08:00 08:00 08:00 08:00 08:00 08:00 08:00

Tratamento: {§

2.5 Analise estatistica

Para a realizacdo da estatistica dos dados foi utilizado o método de
ANOVA de duas vias (tratamento e privagdo de sono) com medidas repetidas
(objeto novo e familiar) para a média dos valores dos tempos em segundos e a
ANOVA de duas vias para o indice de reconhecimento. Apds isso, houve
interacao entre todos os dados, entao foi realizado teste Newman-Keuls como

post hoc.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Memoria de Curto Prazo

Com relagéo ao indice de reconhecimento, a ANOVA fatorial detectou
uma interagéo entre tratamento e privagao de sono (F2,42 =8.6115, p = 0.00073)
(FIGURA 5). O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou (p<0,05) que o grupo
dos animais que receberam melatonina e nao passaram pela restricao de sono
teve maior indice de discriminagdo em comparagdo com 0s outros grupos e o
grupo que recebeu clonazepam e que passou pela privagdo obteve o menor
indice em comparagdo com os outros grupos. Os animais privados do sono
tiveram o indice de exploragdo menor em relagdo aos animais que nao foram
privados de sono (F1,42 = 6.2986, p = 0.01602) (FIGURA 6) e o grupo de animais
que receberam clonazepam obtiveram menor indice de exploracdo também
(F2,42=75.359, p = 0.00000) (FIGURA 7).

FIGURA 5 — INDICE DE RECONHECIMENTO EM RELAGCAO A MEMORIA DE CURTO PRAZO
DOS ANIMAIS TRATADOS COM CLONAZEPAM E MELATONINA QUE
PASSARAM OU NAO PELA PRIVACAO DE SONO. BARRAS VERTICAIS
DENOTAM INTERVALOS DE CONFIANCA DE 0,95.
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FIGURA 6 — INDICE DE RECONHECIMENTO EM RELACAO A MEMORIA DE CURTO PRAZO
DOS ANIMAIS TRATADOS COM CLONAZEPAM E MELATONINA QUE
PASSARAM OU NAO PELA PRIVACAO DE SONO. BARRAS VERTICAIS
DENOTAM INTERVALOS DE CONFIANCA DE 0,95.
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FIGURA 7 — INDICE DE RECONHECIMENTO DOS ANIMAIS NO TESTE DE MEMORIA DE
CURTO PRAZO EM RELAGCAO AOS TRATAMENTOS RECEBIDOS:
CLONAZEPAM, MELATONINA E GRUPO CONTROLE. BARRAS VERTICAIS
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Entre a média dos tempos de exploragdo em segundos a ANOVA fatorial
detectou uma interagcao objeto, tratamento e privagdo de sono (Fz, 42 = 5.3684,
p= 0.00839) (FIGURA 8). O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou (p<0,05)
que o grupo dos animais que recebeu melatonina e que ndo passou pela
privagao de sono obteve menor tempo explorando o objeto familiar em relagcéo a
todos os outros grupos e maior tempo explorando o objeto novo também em
relacdo aos outros grupos. Os animais que receberam melatonina e passaram
pela restricdo de sono tiveram diferenga entre os tempos explorando o objeto
familiar e o objeto novo, sendo que exploraram mais o objeto novo em relagéo
aos animais que receberam clonazepam e passaram pela privagao de sono.
O grupo que recebeu clonazepam e ndo passou pela restricdo de sono

nao obteve diferencga estatistica entre o tempo de exploracdo do objeto novo e

do familiar, assim como o grupo que recebeu clonazepam e passou pela
restricdo de sono.

FIGURA 8 — TEMPO EM SEGUNDOS EM RELAGAO A MEMORIA DE CURTO PRAZO DOS
ANIMAIS TRATADOS COM CLONAZEPAM E MELATONINA QUE PASSARAM

OU NAO PELA PRIVAGAO DE SONO. BARRAS VERTICAIS DENOTAM
INTERVALOS DE CONFIANGCA DE 0,95.
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A melatonina € um horménio natural produzido principalmente pela
glandula pineal, sendo o principal regulador do ciclo circadiano e participa da
consolidacdo da memdria. Além disso, a melatonina pode interagir com a
proteina calmodulina, (LEON et al., 2006) que tem importante acdo em fungdes
neurais, incluindo a cognicdo (BENITO; BARCO, 2010; ORTEGA-MARTINEZ,
2015) indicando que a melatonina pode afetar positivamente as fungdes
cognitivas (IWASHITA et al., 2021).

A melatonina também tem ag&o na modulagédo dos niveis de moléculas
de adeséo celular neural, na regido do hipocampo dos animais. Essas moléculas
estdo envolvidas no circuito neural e participam do processamento cognitivo,
significando que a melatonina modula a plasticidade neuronal e esta relacionada
nos processos de memoéria e aprendizagem (BAYDAS et al., 2008).

Ao se comparar os farmacos verificou-se que o grupo tratado com
melatonina foi o que mais explorou o objeto novo e que menos investigou o
objeto familiar, ao contrario do que se observou nos animais que receberam
clonazepam, em que houve o0 menor tempo de exploragao no objeto novo e maior
tempo de exploracdo do objeto familiar. Isso demonstra que a melatonina foi
menos deletéria a memaoria quando comparada ao clonazepam, que apresentou
prejuizo na retencao de informacgoes.

Os animais tratados com clonazepam exploraram ambos os objetos por
tempo semelhante, pois aparentemente ndo se recordavam que ja conheciam
um dos objetos. O uso de benzodiazepinicos ndo prejudica a memoria da
informacao adquirida antes da administracao da droga, denominada de memoria
retrograda. Porém a aquisicdo de novas informacgdes apds a ingestao da droga
(memdria anterograda) é prejudicada pelo uso dessa classe farmacologica
(IZQUIERDO; MEDINA, 1997; GRAEFF; GUIMARAES, 1999; LADER, 2011).

Ja nos animais tratados com melatonina, o tempo de exploragdo do
objeto novo foi significativamente maior que o do objeto familiar, demonstrando
que o animal se lembrava do objeto ao qual ja havia sido exposto. Assim, pode-
se sugerir que a melatonina nao interferiu negativamente na memaria dos ratos
e eles conseguiram lembrar que ja conheciam um dos objetos e passaram a

explorar mais o objeto novo.
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No tratamento com melatonina, os animais ndo privados de sono
exploraram mais o objeto novo que os animais submetidos a insénia. Isso reitera

que o descanso adequado garante melhor armazenamento de informagdes.

3.2. Memoria de Longo Prazo

Com relagéo ao indice de reconhecimento, a ANOVA fatorial detectou
uma interagao entre tratamento e privagao de sono (F2,42 = 5.6046, p = 0.00696)
(FIGURA 9). O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou (p<0,05) que o grupo
dos animais que receberam melatonina e ndo passaram pela privagao de sono
obteve maior indice de discriminacdo em relagcdo ao grupo que recebeu
clonazepam e nao passou pela privagdo de sono e em relagdo ao grupo que
recebeu melatonina e passou pela privagao de sono. Os animais que receberam
clonazepam e ndo passaram pela privagcao de sono tiveram menor indice de
discriminagdo em comparagdo com 0s outros grupos sem restricdo de sono e
em relagdo ao grupo clonazepam com privagao de sono. Apesar de nao haver
diferencga estatistica, os animais privados do sono tiveram o indice de exploracéo
menor em relagdo aos animais que n&o foram privados de sono (F1,42 = 0.46355,
p =0.49970) (FIGURA 10). O grupo de animais que recebeu clonazepam obteve
estatisticamente indice menor de exploragdao em relacdo aos outros grupos (Fz,
42=7.4374, p = 0.00172) (FIGURA 11).
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FIGURA 9 — INDICE DE RECONHECIMENTO EM RELAGAO A MEMORIA DE LONGO PRAZO
DOS ANIMAIS TRATADOS COM CLONAZEPAM E MELATONINA QUE
PASSARAM OU NAO PELA PRIVACAO DE SONO. BARRAS VERTICAIS

DENOTAM INTERVALOS DE CONFIANCA DE 0,95.
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FIGURA 10 — INDICE DE RECONHECIMENTO EM RELAGAO A MEMORIA DE LONGO PRAZO
DOS ANIMAIS TRATADOS COM CLONAZEPAM E MELATONINA QUE
PASSARAM OU NAO PELA PRIVAGAO DE SONO. BARRAS VERTICAIS
DENOTAM INTERVALOS DE CONFIANCA DE 0,95.
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FIGURA 11 — INDICE DE RECONHECIMENTO DOS ANIMAIS NO TESTE DE MEMORIA DE
LONGO PRAZO EM RELAGCAO AOS TRATAMENTOS RECEBIDOS:
CLONAZEPAM, MELATONINA E GRUPO CONTROLE. BARRAS VERTICAIS
DENOTAM INTERVALOS DE CONFIANCA DE 0,95.
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Entre a média dos tempos de exploracao em segundos a ANOVA fatorial
detectou uma interagao objeto, tratamento e privagao de sono (Fz, 42 = 4.1487,
p=0.02269) (FIGURA 12). O teste post-hoc de Newman-Keuls indicou (p<0,05)
que o grupo de animais que recebeu melatonina e ndo passou pela privagao de
sono obteve o maior tempo explorando o objeto novo em relagdo a todos os
outros grupos e o menor tempo de exploragcado do objeto familiar em relagao aos
animais que receberam clonazepam e nao passaram pela privagao de sono. O
grupo da melatonina que passou pela privagdo de sono explorou mais o objeto
novo em relagédo ao grupo da melatonina que nao passou pela privagao de sono
e foi diferente estatisticamente do grupo da melatonina que passou pela privagéao
de sono e explorou o objeto familiar. Com relagdo aos grupos que receberam
clonazepam observou-se que no grupo clonazepam o tempo de exploragéo do
objeto novo ou familiar foi semelhante, independentemente de haver ou nao
privacdo de sono. Além disso, houve menor exploragdo de ambos os objetos em

relagdo os animais que receberam melatonina, com ou sem a privagéo de sono.
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FIGURA 12 — TEMPO EM SEGUNDOS EM RELAGAO A MEMORIA DE LONGO
PRAZO DOS ANIMAIS TRATADOS COM CLONAZEPAM E MELATONINA QUE
PASSARAM OU NAO PELA PRIVAGAO DE SONO. BARRAS VERTICAIS
DENOTAM INTERVALOS DE CONFIANCA DE 0,95.
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Os animais tratados com melatonina que nao passaram pela restrigao
de sono apresentaram o tempo de investigagdo do objeto novo
significativamente maior que o dispendido com o objeto conhecido. Os animais
tratados com clonazepam obtiveram maior tempo de investigagdo do objeto
familiar e menor tempo de investigagao do objeto novo. Isso demonstra que os
animais tratados com clonazepam tiveram déficit na retencdo da memoaria longa
e provavelmente nédo se recordaram do objeto familiar, explorando os dois
objetos, tanto o novo quanto o conhecido. Ja os animais tratados com a
melatonina se recordaram do objeto conhecido e exploraram mais o objeto novo.

Alguns autores relatam que ha aumento no risco de deméncia e da
doencga de Alzheimer com o uso de benzodiazepinicos (INOUYE et al., 2014;
ROSENBERG, 2015; IMFELD et al., 2015; GAGE et al., 2015). Apesar de serem
muito relatados, os mecanismos envolvidos na deficiéncia da memoéria sdo
pouco conhecidos. Testes em humanos demonstram que os benzodiazepinicos
afetam negativamente a memdria de longo prazo perto do momento do pico de
concentragdo sanguinea da droga (BUFFETT-JERROTT; STEWART, 2002),



27

porém a maioria dos artigos se limitam a descrever apenas que existe o déficit,
sem explicar as possiveis causas.

Griffin et al. (2013) relataram que os benzodiazepinicos comprometem a
memoria de longo prazo em humanos. Além disso, Buffett-derrott e Sterwart em
2002 documentaram déficits cognitivos e perda de memaoria em humanos como
efeitos indesejados de benzodiazepinicos.

Alguns autores relatam que a melatonina melhora a memoaria e previne
danos, como relatado por Shen et al. (2002) que demonstra que reduziu as
alteragcdes da memodria espacial e o dano oxidativo neural em camundongos
tratados com D-galactose. No presente estudo a melatonina nao interferiu
negativamente na memoria dos animais, tanto memaria de curto prazo, quanto

memoaria de longo prazo.
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4. CONCLUSAO

A melatonina n&o prejudica a memdria de curto ou longo prazo de ratos
submetidos ou néo a privagao de sono. Por outro lado, o clonazepam interfere
negativamente na memoéria de curta e longo prazo dos animais,
independentemente de haver ou ndo privagao de sono. Assim, a melatonina
pode ser uma possivel alternativa na substituicdo do clonazepam para o

tratamento da insénia.
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