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rESUMo
objetivo: Avaliar o efeito da exposição ao estresse pós-privação 
de sono em características celulares e nucleares do fígado de 
ratos. Métodos: 16 ratos (Wistar) machos adultos (200–260 g) 
foram mantidos em ciclo de luz controlado recebendo dieta com 
quantidades usuais de sal e livre acesso à água e alimento. Os animais 
foram divididos em dois grupos de oito animais (grupo experimental 
e grupo controle). Os animais permaneceram na mesma gaiola (dois 
de cada vez) durante sete dias e, após esse período, foram pesados 
e separados. O animal do grupo controle continuou na mesma 
gaiola e o animal do grupo experimental foi colocado em aparato de 
privação de sono. Após as 96 horas, os dois ratos foram pesados, 
anestesiados, sacrificados com dose excessiva de anestésico e os 
fígados foram retirados. resultados: Não há diferença significante 
entre o grupo experimental e grupo controle em relação ao peso, 
embora haja diminuição de peso no grupo experimental. Nas análises 
cariométricas, houve diferença significante em relação ao diâmetro 
menor (p=0,03) e volume (p=0,04) do núcleo dos hepatócitos do 
grupo experimental. Nas análises esteriológicas, houve diferença 
significante do grupo experimental no núcleo (maior, p=0,036), do 
citoplasma (menor p=0,009) e outras estruturas (maior p=0,008). 
Conclusão: O estresse parece contribuir para alteração na estrutura 
celular hepática.

Palavras-chave: estresse fisiológico; fígado; privação do sono; 
cariometria.

ABStrACt
objective: To evaluate the effect of stress induced by sleep 
deprivation on nuclear and cellular features of rat liver. Methods: 
16 adult male Wistar rats (200–260 g) in controlled light cycle 
received diet with customary salt quantity and free access to 
water and food. The animals were divided into two groups with 8 
animals each (experimental group and control group). Animals 
stayed in the same box (two at a time) during seven days and 
after that period they were weighted e separated. The control 
group animal continued in the same box and the experimental 
group animal were transferred to a sleep deprivation apparatus. 
After the 96 hours the animals were sacrificed by an excessive 
anesthetic dose; animals were weighted and their liver 
extracted. results: There was no significant difference between 
experimental and control group regarding weight, although there 
was a decrease of weight on the experiment group. Karyotipical 
analysis showed significant smaller diameter (p=0.03) and 
volume (p=0.044) of hepatocyte nuclei in experimental group. 
Stereological analyses showed significant differences in 
experimental group for nucleus (larger, p=0.036), cytoplasm 
(smaller, p=0.009) and other structures (larger, p=0.008). 
Conclusion: Stress seems to contribute to alteration of hepatic 
cell structure.

Keywords: stress, physiological; liver; sleep deprivation; 
karyometry.
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introDUÇÃo
O estresse tem sido definido como uma reação com componen-

tes físicos e psicológicos, causada por alterações psicofisiológicas 
que ocorrem quando a pessoa se confronta com uma situação 
que a irrite, amedronte, excite ou confunda, ou mesmo que a faça 
imensamente feliz1.

Existe uma relação clara e bem documentada na literatura entre 
estresse, seja esse por meio de um estímulo físico ou psicológico, e a 
estimulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA). Ao sentir 
um estressor, o hipotálamo libera o fator de liberação de corticotro-
pina (CRH) que estimula a secreção hipofisária do hormônio adre-
nocorticotrópico (ACTH). O hipotálamo ativa também a medula 
adrenal. Essa, por sua vez, secreta glicocorticóides (o principal deles 
é o cortisol) e mineralocorticóides (como a aldosterona), que inte-
ragem com o DNA celular controlando a síntese protéica2,3.

O cortisol atua de uma maneira intensa sobre o metabolismo 
hepático, induzindo alterações metabólicas produzindo diversos 
efeitos no metabolismo corpóreo tais como: estímulo da gliconeo-
gênese, elevação da concentração sanguínea de glicose, redução das 
proteínas celulares, aumento na concentração sanguínea de ácidos 
graxos livres, obesidade por excesso de cortisol, entre outros4.

Um dos principais efeitos do cortisol sobre o metabolismo é a 
redução dos depósitos proteicos em praticamente todas as células 
corporais, exceto no fígado.  Existe um estado de redução da sín-
tese de proteína e maior catabolismo destas no organismo, e um 
dos efeitos do cortisol é aumentar o transporte de aminoácidos, 
elemento fundamental à síntese proteica, para o interior das cé-
lulas hepáticas. Ainda, tal hormônio estimula a ativação da trans-
crição de DNA nos núcleos dos hepatócitos. Todo esse processo, 
portanto, leva a um aumento da síntese proteica hepática4.

Estudos têm demonstrado que a síndrome metabólica5-8 está asso-
ciada ao aumento da morbimortalidade e que também está associada 
ao aumento do cortisol e intolerância a glicose. 

Pesquisas têm demonstrado que a diminuição ou privação de 
sono, em humanos, envolvem alterações metabólicas, problemas 
na regulação do apetite e diminuição do dispêndio de energia, 
tornando-se fator de risco para o desenvolvimento de várias do-
enças tais como doenças cardiovasculares, obesidade, resistência 
a insulina, intolerância a glicose, dislipidemia e hipertensão e ma-
nifestações que alteram a regulação de energia5,9-14.

Em animais, o estresse pode ser provocado por privação de 
sono, que por sua vez, ativa o eixo hipotalâmico-pituitário-adre-
nal15. Assim, o objetivo é analisar se os animais submetidos ao 
estresse pós-privação de sono apresentam alterações no peso e 
alterações morfométricas no fígado.

MÉtoDoS
Tipo de estudo: estudo do tipo experimental de pré e pós-teste 

com grupo controle.
Modelo de privação de sono: o animal (individualmente) é co-

locado em uma caixa de polipropileno (60 cm de comprimento; 

45 cm de largura; 45 cm de altura) fechada com uma tampa em 
arame inox. Dentro da caixa há uma plataforma (6,5 cm de diâ-
metro), na qual o animal é colocado. Coloca-se água na caixa até 
aproximadamente 1 cm da superfície da plataforma16,17. O animal 
tem livre acesso a água e alimento.

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética na 
Experimentação Animal (CEEA) da FAMERP - Protocolo  
nº. 001-002975/2008.

Procedimento: foram empregados 16 ratos, do tipo Wistar, ma-
chos adultos, com peso entre 200 a 260 g, fornecidos pelo Biotério 
da FAMERP. Os animais foram mantidos com livre acesso a água 
e alimentação (Labina/Purina), ciclo de luz controlado (12 horas 
de claridade e 12 horas escuro) e temperatura média de 25ºC. As 
gaiolas foram higienizadas de dois em dois dias. Os animais foram 
divididos em dois grupos: oito animais formaram o GE - grupo 
experimental, e oito animais formaram o GC – grupo controle. 
O experimento ocorreu com dois animais de cada vez (a cada 11 
dias, dois novos animais eram submetidos ao procedimento até se 
atingir o número total de animais).

Todos os animais (dois a dois) foram pesados e colocados na 
mesma gaiola, na qual permaneceram durante sete dias em re-
pouso. Após esse período, os animais foram novamente pesados 
e separados. O animal do GC continuou na gaiola inicial e o ani-
mal do GE foi colocado em uma caixa experimental – Aparato 
de PSD – Privação de Sono Dessincronizado, para privação de 
sono durante 96 horas. Durante a fase de privação de sono, os 
ratos eram pesados diariamente. Após as 96 horas, os ratos de 
ambos os grupos foram anestesiados, pesados, sacrificados com 
dose excessiva de anestésico Tiopental Sódico, na concentração 
de 50 mg/mL/kg e tiveram o fígado removido. 

Após o processamento laboratorial do fígado, foi fixado 
(ALFAC – álcool a 80%; formol a 10% e ácido acético glacial 
puro), realizado cortes de seis micrometros e corados pela 
Hematoxilina/Eosina (HE). Foram obtidas lâminas, que foram 
analisadas em microscópio óptico (Olympus BX.60) acoplado 
a um computador munido com sistema de análise de imagens 
(Image Pro Plus 6.1) com aumento final de 100 vezes. Para a ca-
riometria, foram determinados os eixos maior e menor de 50 
núcleos de hepatócitos. Os dados obtidos permitiram a deter-
minação dos seguintes parâmetros: diâmetros maior, menor e 
médio, relação entre os diâmetros maior e menor, área, volume, 
perímetro, relação entre o volume e a área, excentricidade, índi-
ce de contorno e coeficiente de forma.  

Em relação à estereologia, o material foi submetido a áreas-testes 
preenchidas com 130 pontos pré-determinados em cada. Foram 
quantificados 20 campos estereológicos do fígado dos animais, ob-
tendo 2.600 pontos para cada um. A determinação da densidade 
de volume das estruturas em análise baseou-se nos princípios de 
Weibel (1969), cujo volume relativo (%) das estruturas em análise 
foi calculado através da fórmula: Ppi=Pi/P (Ppi=densidade de volu-
me das estruturas das áreas, Pi=soma do número de pontos coinci-
dentes sobre cada estrutura e P=número total de pontos do retículo, 
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multiplicando-se o número de pontos do retículo pelo número de 
campos examinados).

Para análise estatística foram utilizados: Teste t de Student e 
Mann-Whitney, sendo considerado significativo p≤0,05.

rESUltADoS
A Tabela 1 apresenta os resultados da variável peso obtidos na 

fase pré e pós-privação de sono de ambos os grupos (GE e GC).
Os resultados obtidos indicam que não há diferença significan-

te nas médias dos pesos entre o GE e GC em todas as medidas re-
alizadas, mas o GE apresentou média de peso menor do que o GC 
em todas as medidas realizadas indicando diminuição de peso. 

Para as análises cariométricas e estereológicas, foram avaliados 
apenas cinco animais de cada grupo (Tabelas 2 e 3).

As análises cariométricas indicam diferença significante em rela-
ção ao diâmetro menor (p=0,03) e volume (p=0,04) do núcleo dos 
hepatócitos, que foram menores nos animais do GE (Tabela 2). 

As análises estereológicas indicaram diferença significante en-
tre a densidade de volumes do núcleo (p=0,036), maior no GE, do 
citoplasma (p=0,009), menor no GE e outras estruturas (p=0,008), 
maior no GE (Tabela 3).

DiSCUSSÃo
Estudos indicam que a privação de sono aumenta o dispên-

dio de energia e a perda de peso em animais18,19. Neste estudo, 
também houve perda de peso no grupo experimental. É pro-
vável que esta perda de peso se deva ao aumento da demanda 
metabólica para se manter acordado, o que tem relação com as 
alterações histométricas nucleares e celulares verificadas neste 
estudo.

Galli et al.20 não identificaram hiperfagia entre os grupos expe-
rimental e controle, mas houve perda de peso no grupo estudado. 
Neste estudo, o grupo controle apresentou aumento de peso, pos-
sivelmente por hiperfagia, enquanto o grupo experimental teve 

Medida
de peso

grupos n Média Desvio Padrão Valor p

pré
1º dia

Controle (GC) 8 243,7500 8,76275
0,241

Experimental (GE) 8 241,8750 6,51235

pré
7º dia

Controle (GC) 8 270,0000 14,05093
0,594

Experimental (GE) 8 275,6750 11,67424

pós
1º dia

Controle (GC) 8 275,4375 16,40217
0,610

Experimental (GE) 8 264,4375 15,23492

pós
2º dia

Controle (GC) 8 283,8750 13,70023
0,469

Experimental (GE) 8 265,7375 20,07044

pós
3º dia

Controle (GC) 8 287,7125 16,82867
0,992

Experimental (GE) 8 261,1875 17,68966

pós
4º dia

Controle (GC) 8 282,2500 16,43602 0,401

Experimental (GE) 8 247,3125 18,84512

tabela 1: Valores de peso (em gramas) dos animais dos grupos controle e experimental antes, durante e após privação de sono

p≤0,05. Medida de peso pré (1º e 7º dia): os dois animais se encontram na mesma gaiola. Medida de peso pós (1º, 2º, 3º, 4º dia): os animais são separados. Os animais do 
grupo controle permanecem na gaiola inicial e os animais do grupo experimental são colocados no aparato de PSD. Nesta fase, os animais foram pesados todos os dias

Parâmetros Experimental Controle U Valor p[U]

Diâmetro maior µm 7,6 7,96 7,500 0,286

Diâmetro menor µm 6,48 7,26 2,500 0,03*

Diâmetro médio µm 7,02 7,58 3,500 0,59

Diâmetro maior/menor 1,184 1,102 7,000 0,243

Volume  (µm3) 190 234 3,000 0,04*

Área (µm2) 39,2 45,8 4,000 0,075

Perímetro 22,04 23,92 4,000 0,74

Volume/área 4,66 5,08 3,500 0,059

Coef forma 0,982 0,996 4,500 0,08

Índice contorno 3,572 3,552 6,000 0,126

Excentricidade 0,462 0,372 7,500 0,292

tabela 2: Valores médio do diâmetro maior, menor e da média entre diâmetro maior e menor

*p≤0,05 = significante. Volume (µm3), área (µm2), perímetro, média entre volume/área, coeficiente de forma, índice de contorno e excentricidade do fígado. 
Mann-Whitney test.
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rEfErênCiAS

perda de peso. Estudo de Moles et al.21 indicam que o estresse 
pode alterar o balanço energético em animais roedores.

O cortisol atua de uma maneira intensa sobre o metabolismo 
hepático, induzindo alterações metabólicas que podem explicar a 
diferença morfológica e estrutural entre o hepatócito do grupo ex-
perimental e o controle. Um dos principais efeitos do cortisol sobre 
o metabolismo é a redução dos depósitos proteicos em praticamen-
te todas as células corporais, exceto no fígado. Existe um estado de 
redução da síntese de proteína e maior catabolismo destas no orga-
nismo, e um dos efeitos do cortisol é aumentar o transporte de ami-
noácidos, elemento fundamental à síntese proteica, para o interior 
das células hepáticas. Ainda, tal hormônio estimula a ativação da 
transcrição de DNA nos núcleos dos hepatócitos. Todo esse pro-
cesso, portanto, leva a um aumento da síntese proteica hepática4.

O estudo cariométrico dos hepatócitos dos animais do grupo 
experimental deste estudo revelou redução estatisticamente signi-
ficante (p≤0,05) do diâmetro menor e do volume dos núcleos dos 
hepatócitos sem alteração da forma.

Em relação às medidas estereológicas, verificou-se que a densi-
dade de volume dos núcleos e de outras estruturas dos hepatócitos 
aumentaram significantemente, enquanto o volume citoplasmá-
tico diminuiu (p≤0,05). Tal fato permite a percepção de que há 
aumento real do número de hepatócitos e de outras estruturas do 
fígado dos animais do grupo experimental.

Sugere-se que as diferenças morfológicas apresentadas pela cé-
lula do grupo experimental, provavelmente se relacionam a um 

aumento no metabolismo induzido pelos efeitos da corticostero-
na no organismo, levando a um aumento da degradação proteica 
em tecidos, o que aumenta a disponibilidade de aminoácidos séri-
cos, que são levados ao fígado. Por outro lado, induz a transcrição 
de DNA nos núcleos das células hepáticas, levando a um aumento 
consequente do processo de tradução, o que acarreta um estímulo 
à produção de proteínas hepáticas.

Ainda, estudos sugerem uma relação altamente significante da pri-
vação de sono e o aumento do estresse oxidativo e de danos à fosfo-
lipideos22, o que pode levar ao dano de macromoléculas como DNA, 
RNA e proteínas23. A indução de danos oxidativos nas bases do DNA 
ocorre a partir da sua reação com ROS (espécies reativas de oxigênio). 
Essas lesões podem ocorrer devido à oxidação direta dos ácidos nuc-
léicos ou, muitas vezes, podem levar à formação de quebras em uma 
das cadeias do DNA (quebras simples – SSB “single strand break”) ou 
quebras simples em posições aproximadamente simétricas nas duas 
cadeias do DNA (quebras duplas – DSB “double strand break”). Além 
disso, quebras simples podem gerar quebras duplas durante a replica-
ção celular24. O fígado, também, é um órgão essencial na produção de 
uma resposta aguda ao estresse, produzindo diversos produtos como 
proteína C reativa, ceruloplasmina, transferrina e alfa-1-antitripsina23. 
O estresse oxidativo pode levar, portanto, a um aumento na produção 
de proteínas de fase aguda do processo inflamatório, além de ser um 
potencial agente danoso à atividade gênica da célula hepática.

Assim, as alterações morfométricas do fígado sugerem um efei-
to deletério do estresse no organismo como um todo, afetando as 
estruturas no núcleo celular.
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Parâmetros Experimental Controle U
Valor 
p[U]

Núcleo 11,86 8,92 2,500 0,036*

Citoplasma 82,26 88,86 0,000 0,009*

Outras estruturas 5,88 2,24 0,000 0,008*

tabela 3: Média dos valores do núcleo, volume do citoplasma 
(µm3) e outras estruturas do fígado

*p≤0,05 = significante. Mann-Whitney test.
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