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RESUMO

A endotoxemia por LPS, componente estrutural da parede celular de bactérias gram-
negativas, € um modelo adequado para o estudo da resposta imune frente a uma invasao
bacteriana. A administracdo desta toxina desencadeia uma répida resposta imune que
culmina na liberacdo de citocinas proinflamatdrias e hormdnios como a corticosterona.
Conjuntamente & outros, estes mediadores sdo responsaveis pela expressao de um
fenotipo doentio nos animais. Tal fenotipo envolve alteracbes comportamentais que
juntas sdo denominadas comportamento doentio. Agentes moduladores da resposta
inflamatdria sdo capazes de gerar mudancas significativas nesse tipo de comportamento.
A Grelina é um hormbnio orexigeno, sintetizado principalmente no estdbmago, que
apresenta ampla atuacdo em diversos tecido, sendo por isso considerada um hormonio
multifuncional. Dentre suas funcbGes ja conhecidas pode-se citar seu efeito
imunomodulador e ativador do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. Frente a isso, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar, em ratos Wistar machos, a influéncia da
administracdo intracerebroventricular do antagonista dos receptores de Grelina (GHS-
R1a) sobre o comportamento doentio, respostas termorregulatérias e ativacdo do eixo
HHA em animais endotdxicos. Inicialmente conduziu-se um estudo para estabelecer a
dose e o tempo pos-tratamento com LPS (2, 6 e 24 horas) apropriados para a realizacdo
dos testes de campo aberto, preferéncia a sacarose, ingestdo alimentar e monitoramento
da temperatura corporal. Os resultados demonstraram que as trés doses testadas (200,
500 e 1000ug/Kg) foram capazes de evocar o comportamento doentio, e que ele se
mostrou mais evidente 2h apds a inducdo da endotoxemia. A seguir, avaliou-se 0s
efeitos da infusdo central do antagonista de grelina (20nmol/animal) em animais que
receberam o LPS nos testes de campo aberto, preferéncia a sacarose, ingestdo alimentar,
0s niveis de corticosterona sérica e a temperatura corporal foi monitorada. Os resultados
demostraram que a infusdo central do antagonista dos receptores de Grelina reduz a
expressdo do comportamento doentio, uma vez que melhora todas as respostas
comportamentais dos animais frente ao LPS. O uso do antagonista ainda foi capaz de
reduzir os niveis séricos de corticosterona. Entretanto os resultados de monitoramento da
temperatura corporal mostraram que o pré-tratamento com[D-Lys®]-GHRP-6 nio é
capaz de modificar a resposta febril decorrente da endotoxemia. Desta forma conclui-se
gue o antagonista dos receptores de Grelina exerce um efeito modulador central sobre o
comportamento doentio, mas ndo é capaz de alterar a resposta febril evocada pelo
tratamento com LPS.

Palavras-chave: Grelina. Comportamento doentio. Lipopolissacarideo.



ABSTRACT

Endotoxemia is an appropriate model to study the immune response against bacterial invasion.
The administration of this toxin triggers a rapid immune response that culminates in the
release of proinflammatory cytokines and hormones, such as corticosterone. Along with
others, these mediators are responsible for the expression of a sick phenotype in animals. This
phenotype involves behavioral changes that together are called sickness behavior. Modulating
agents of the inflammatory response are capable of generating significant changes in this type
of behavior. Ghrelin is an orexigenic hormone mainly synthesized in the stomach that presents
wide performance in several tissues and therefore, is considered a multifunctional hormone.
Among its already recognized functions, we can mention its immunomodulatory and activator
effect on the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Therefore, the objective of the present study
was to evaluate, in male Wistar rats, the influence of intracerebroventricular administration of
ghrelin receptors antagonist over sickness behavior, thermoregulatory responses and HPA axis
activation in endotoxic animals. For this purpose, these were submitted to the tests of open
field, sucrose preference, food intake and social interaction, and had the serum corticosterone
levels measured as well as the body temperature monitored. Prior to the study of Ghrelin
effects on sickness behavior, a study was conducted to establish the best dose and the best
post-treatment time to perform the test. The results of this first part of the work demonstrated
that the three doses tested (200, 500 and 1000ug/Kg) are capable to evoke the sickness
behavior, that shows itself more evident 2 hours after endotoxemia induction. The results of
the second part of the work demonstrated that the central infusion of ghrelin receptors
antagonist reduces expression of sickness behavior, as it improves all behavioral responses of
animals against LPS. Use of the antagonist was also able to reduce serum corticosterone
levels. However, body temperature monitoring results showed that pre-treatment with [D-
Lys®] -GHRP-6 is not capable of modifying the febrile response due endotoxemia. Therefore,
we conclude that ghrelin receptors antagonist plays a key modulatory effect on sickness
behavior, but can not alter the febrile response evoked by LPS treatment.

Keywords: Ghrelin. Sickness behavior. Lipopolysaccharide.
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1 INTRODUGCAO

Nos topicos apresentados abaixo encontra-se uma introducdo, com base em
revisao da literatura acerca do tema discutido no trabalho. Tal revisdo permitira ter uma

visdo geral do assunto, proporcionando um melhor entendimento.

1.1 A SEPSE, O LPS E A ENDOTOXEMIA

A Sepse é uma sindrome clinica em que infeccdo e inflamacéo sistémica estédo
presentes concomitantemente (ZARDI et al., 2007). Esta sindrome é responsavel por
altas taxas de morbidade, mortalidade e 6nus econémicos em todo o0 mundo. Estima-se
que sejam registrados, por ano, 751 mil casos de sepse nos Estados Unidos (JANDA et
al., 2010). Mesmo representando apenas 10% do total de pacientes admitidos em
unidades de terapia intensiva (UTI), a sepse se responsabiliza pela maioria dos 6bitos
registrados nestas unidades.Cerca de 30% dos casos de sepse culminam em morte,
mesmo existindo uma vasta gama de antibioticoterapia. Os gastos decorrentes do
tratamento de tal quadro patoldgico geram despesa anual em torno de 16 bilhGes de
dolares. A triade formada pelas doencas cardiovasculares, o cancer e a sepse é a maior
causadora de morte nos Estados Unidos. (JANDA et al., 2010; KEEGAN e WIRA 1lI,
2014). Mundialmente falando, a sindrome mata 1000 pessoa a cada hora, fato que faz
dela um imenso problema de satde publica (REINHART et al., 2013).

Os dados epidemioldgicos relacionados a sepse no Brasil sdo escassos, € 0S
existentes sdo desatualizados, mas mesmo assim nos permitem ter nogdo da gravidade
da sindrome. Em 2006, Junior J.A.L.S. e colaboradores publicaram um estudo que
envolveu 65 hospitais em todas as macrorregides brasileiras. No periodo de 1 més foram
identificados 3128 pacientes com sepse. A mortalidade global chegou a 46,6%,
porcentagem que aumenta quando se considera a taxa de mortalidade entre os pacientes
diagnosticados com choque séptico, a manifestagdo mais grave da sindrome. Os autores
na conclusdo de seu trabalho ainda tecem um paralelo entre dados brasileiros e
internacionais e apontam que, no Brasil, a mortalidade em decorréncia do choque

séptico € maior, ademais, pacientes sépticos brasileiros permanecem mais tempo



internados em decorréncia da doenca, 0 que nos leva a concluir que em nosso pais a
sindrome gere um 6nus econémico ainda maior do que a média internacional.

Em 1991, ocorreu em Chicago uma conferéncia que tinha como objetivo
oferecer uma definigdo pratica da resposta inflamatéria a infeccdo. Nela a expressdo
Sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) foi proposta para descrever a reagdo
a inflamatdria desencadeada pelo organismo frente a qualquer agressdo, seja ela
infecciosa ou ndo. O termo sepse foi proposto para definir uma situacdo de resposta
inflamatoria sistémica do organismo frente a um estimulo infeccioso, que deve
necessariamente incluir a presenca de dois ou mais sintomas clinicos, dentre os quais
podemos citar: temperatura corporal maior que 38°C ou menor que 36°C, frequéncia
respiratéria maior que 20 movimentos por minuto ou pCO2 menor que 32mmHg,
frequéncia cardiaca maior que 90bpm, leucocitose (> 12.000 células/mm?), leucopenia
(< 4.000 células/mm?3) e presenca de células imunitarias na periferia superior a 10%
(SALLES, 1999).

A resposta inflamatoria sistémica frente a agressores infecciosos tem seu inicio
com o reconhecimento de produtos microbianos, padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a dano (DAMPS), por parte de
leucécitos e outras células imunoldgicas. Em seguida tem-se produgdo de mediadores
inflamatorios que atingem a circulacdo sanguinea podendo levar a faléncia de érgdos e
até a morte do paciente (JANDA et al., 2010). Embora durante a sepse exista a presenca
de um agente patogénico, sdo as respostas imunolégicas do hospedeiro que determinam
0 curso da infeccdo, de modo que uma resposta deficiente pode gerar danos aos tecidos
normais (ZARDI et al., 2007). As bactérias gram-negativas sao 0s microrganismos mais
comumente identificados em culturas de pacientes sépticos, embora a sepse possa
também ser causada por bactérias gram-positivas, fungos e virus (Ramachandran, 2014).

Os padrdes moleculares capazes de ativar o sistema imune variam de acordo com
0 microrganismo, por exemplo, um individuo sob uma infeccdo fungica tem seu sistema
imune ativado pela presengca do Zymosan, uma B-glucana presente na parede celular
quitinosa dos fungos; no caso de infec¢fes bacterianas a resposta imune é evocada ap0s
o reconhecimento do acido teicoico ou lipopolissacrideo (LPS), componentes estruturais
das membranas esqueléticas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
respectivamente.

Por ser um constituinte externo da parede celular de bactérias negativas na

coloragdo de Gram, o LPS é facilmente reconhecido por células imunes principalmente
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macrofagos. Estruturalmente esta toxina € constituida por uma unidade glicidica
associada ao lipidio A, sendo este altamente conservado nas bactérias, uma vez que € o
centro biologicamente ativo da molécula e o responsavel pelos seus efeitos. Devido a
sua apolaridade, na corrente sanguinea, o LPS é transportado por lipoproteinas de alta
densidade (HDL), sendo a formacdo do complexo HDL-LPS fator importante na
modulacdo da resposta imunolégica. (FREUDENBERG et al., 2001)

Ap0s ser reconhecidos pelos receptores Toll-like 4 (TLR4) presente na superficie
de células apresentadoras de antigenos (mondcitos e macrofagos), o LPS torna-se um
potente estimulador da liberagdo de mediadores pro-inflamatérios como
prostaglandinas, histamina e serotonina (KELMER, 2009); e também de citocinas tais
como fator de necrose tumoral a (TNF- a), interleucina6 (IL-6) e interleucina 1p (IL1p);
é ainda capaz de estimular a 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e a cicloxigenase 2
(COX 2) (NISHIO et al., 2013). A liberacdo destes mediadores, por diversas vias, leva
sinais para o cérebro, que alcancam direta ou indiretamente neurénios e células de apoio
(microglia e astrocitos) que promoverdo alteragbes no sistema nervoso autbnomo e
enddcrino regulando a resposta do individuo a infeccdo (MARTIN et al., 2013).

No ambito molecular o LPS tem a capacidade de se ligar a LPB, que o transfere
para um receptor na membrana dos macréfagos (CD14-MD2), que por sua vez transfere
o sinal para dentro da célula através de um receptor Toll-like (TLR4). Uma vez ativado
0 TLR4 ativa um série de genes responsaveis por estimular a producdo de mediadores
da inflamacdo, desencadeando um processo inflamatorio agudo capaz de lesar varios
6rgdos e provocar a morte (KELMER, 2009).

O interesse no entendimento das respostas desencadeadas pela ativacdo do
sistema imune é antigo, o que fez surgir muitos modelos experimentais para o estudo
deste quadro de ativacdo imunolégica (CHAUDRY, 1999). Os primeiros envolviam a
administracdo de grandes doses de endotoxina e bactérias vivas em animais (DEITCH,
1998; LAGOA et al., 2004). Na atualidade, o uso de modelos que envolvem a ligacao e
perfuracdo cecal sdo bastante utilizados para mimetizar alguns aspectos da sepse, no
entanto, estes modelos sdo imperfeitos, uma vez que a amplitude da resposta pode variar
bastante de um animal para outro, tendo em vista que ndo tem-se o controle da
quantidade de bactérias que ganham a cavidade peritoneal (DEITCH, 1998). Neste
contexto, o emprego de endotoxinas em doses moderadas, tem sido vastamente
empregado para examinar uma ampla gama de respostas homeostéaticas,

cardiovasculares, respiratorias e comportamentais que se desenvolvem nas respostas
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inflamatdrias agudas (CATANIA; SUFFREDINI; LIPTON, 1995; HESSE et al., 1988;
KUMAR et al., 2004; MICHIE et al., 1988; PAJKRT et al., 1996; PREAS et al., 2001;
SUFFREDINI et al.,, 1989; SFFREDINI et al.,, 1992; SUFFREDINI; HARPEL;
PARRILO, 1989; VON DER MOHLEN et al., 1995)

As modificacbes comportamentais decorrentes da resposta de fase aguda, frente
a patdgenos microbianos, ja sdo estudadas ha muitos anos e os da década de 90 foram
importantes para o melhor entendimento de tais modificacGes. Neste sentido,
pesquisadores como Johnson et al. (1993) deram grandes contribuicGes cientificas para a
area. Estes pesquisadores conseguiram demonstrar que o LPS administrado
intraperitonealmente (IP), em péassaros, possuia a capacidade de diminuir a ingestao de
alimentos, aumentar a sonoléncia, diminuir as concentracGes plasmaticas de ferro e
zinco, e elevar a concentracdo plasmatica de corticosterona. Além de administrar o LPS
intraperitonealmente, a administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) também foi
realizada para verificar se alguns dos efeitos citados anteriormente poderiam ser
mediados centralmente. Com isso, eles observaram que haviam diferengas nas respostas
desencadeadas e chegaram a conclusdo que a magnitude destas respostas dependiam do
local de atuagédo do LPS, central ou perifericamente.

Em modelos murinos a injecdo intraperitoneal de LPS é associada ha varios anos
com alteraces fisiologicas como a febre e comportamentais tais como hipofagia,
reducdo no comportamento sexual e social, bem como reduzida preferéncia a sacarose
(O’REILLY, VANDER; KLUGER, 1988; YIRMYA, 1996).

1.2 COMPORTAMENTO DOENTIO

A invasdo por microbios geralmente produz sintomas comportamentais
inespecificos, dentre 0s quais estdo 0 aumento do sono de ondas lentas, mal-estar, perda
de interesse em atividades diarias, reducdo da ingestdo de alimentos, piloere¢éo, postura
corporal curvada (cifose), tremores, anorexia, adipsia, diminuicdo do comportamento
exploratorio, menor interacdo social e perda do apetite sexual (AUBERT, 1999). A este
conjunto de manifestacbes comportamentais da-se o nome de comportamento doentio,
que parece ser parte de uma estratégia evocada para poupar energia (DANTZER et al.,
1991; PENCCHI et al., 2009). Hart (1988) sinaliza que o aparecimento do

16



comportamento doentio € uma resposta adaptativa do animal que o ajuda a combater a
infeccdo, na medida em que cria um ambiente desfavoravel ao patégeno, porém mais
propicio para o estabelecimento de uma resposta imune eficaz.

Estas respostas comportamentais surgem em decorréncia de uma complexa
interacdo entre sistema imune e enddcrino, na qual diversas moléculas tém papel de
destaque como PGE», cicloxigenase, Oxido nitrico e principalmente citocinas
(DANTZER, 2009; DE PAIVA et al.; 2010; KELLY et al.,2003; RIBEIRO et al., 2013;
TEELING et al., 2010;).

A liberagdo periférica de citocinas pode alcancar diretamente o cérebro através
dos orgaos circunventriculares, e 1a4 desencadear respostas adaptativas, ou podem lancar
méao de sistemas de sinalizacdo indiretos por meio de nervos periféricos; como vago,
glossofaringeo e hipoglosso; podem ainda interagir com células endoteliais e
perivasculares que levardo a ativacdo de células do sistema nervoso, como microglias,
capazes de produzir citocinas centralmente. A producdo destas citocinas aliada a uma
maior sintese de prostaglandinas leva ao aparecimento do comportamento doentio
(BANKS; ERICKSON, 2010; MCCUSKER, KELLEY, 2013; SERRATS;
SAWCHENKO, 2009).

O comportamento doentio pode ser facilmente induzido e estudado em animais
de laboratorio através da administracdo intraperitoneal de agentes infecciosos ou
endotoxinas. Em 1979, Murray e Murray observaram um classico componente do
comportamento doentio, a anorexia, ao administrar bactérias vivas no periténio de
camundongos. Atualmente, no meio cientifico, existem vérios e eficazes métodos para
avaliacdo do comportamento doentio em ratos, dentre eles podemos citar o teste de
campo aberto, interacdo social, preferéncia a sacarose e ingestao de alimento.

O teste de campo aberto é um teste popular de avaliagio da motivacao
locomotora em modelo animal, no qual a atividade exploratoria é observada, devido a
uma natural tendéncia de exploracdo de novos ambientes vista em roedores (PRUT;
BELZUNG, 2003).

Ha mais de 30 anos atras File e Hyde (1978) desenvolveram o primeiro teste de
avaliacdo de estados doentios que usa fontes etologicamente relevantes e langa méo de
um comportamento naturalmente exibido pelo animal; a esse teste deu-se o nome de
teste de interacdo social. Neste a varidvel analisada ¢ o tempo gasto pelo animal
interagindo com outro de sua espécie (limpar, cheirar, morder, imitar, seguir ou

apresentar comportamento sexual em relacdo ao outro). Varios fatores podem alterar a
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resposta de roedores ao teste, desde fatores fisiologicos até externos relacionados ao
ambiente de experimentacdo. E possivel encontram na literatura trabalhos mostrando
que a interacdo social € mais elevada quando os ratos sdo testados numa arena com a
qual estdo familiarizados e, iluminada por luz baixa. Desde sua criacdo foram feitas
diversas tentativas de valida-lo comportamental, fisioldgica e farmacologicamente, que
revelaram como sendo este um teste sensivel até mesmo a mudancas na ansiedade,
geradas por meios ndo farmacoldgicos (FILE E SETH, 2003). Hennessy et al, (2014)
destaca que existe uma complexa relagdo entre o comportamento social e o
comportamento doentio, de modo que este pode tanto inibi-lo quanto exacerba-lo.

Em determinadas situacdes os roedores podem exibir um estado aneddnico, a
infeccdo é uma delas. O termo anedonia foi cunhado pelo psicélogo francés Théodule
Ribot (1896) para designar uma completa auséncia de prazer. Atualmente o conceito se
refere a uma incapacidade e/ou vontade reduzidas para realizacdo de tarefas prazerosas
como ingerir alimentos, exibir comportamento sexual, dentre outros (D’HAENEN,
1996).

Testes que avaliam a motivacdo para a alimentacdo e o teste de preferéncia a
sacarose sdo tidos como métodos capazes de avaliar anedonia. Animais aneddnicos
reduzem tanto a ingestdo de alimento quanto a preferéncia a sacarose (MARTYNHAK
et. al., 2011; SONCINI et al., 2012).

Respostas comportamentais, bem como fisioldgicas podem ser desencadeadas
em situacdes de estresse. Dentre as respostas fisioldgicas pode-se citar a ativacdo do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA). A corticosterona, um hormdonio sintetizado
por células do cortex das glandulas adrenais € liberado em resposta a ativacdo do eixo
HHA em situacdo de estresse, como por exemplo, o estresse imunoldgico gerado pelo
LPS (YIRMYA, 1996). Estudos demonstram que os niveis deste hormoénio encontram-
se elevados em ratos expostos a novas situacdes, incluindo os testes usados para
avaliacdo do comportamento doentio como a interacdo social e o campo aberto (FILE et
al., 1993).

O LPS é capaz de aumentar os niveis plasmaticos de corticosterona por meio,
principalmente, da liberacdo de interleucina-1 (IL-1). A IL- induz a liberagdo do
horménio adrenocorticotrofico (ACTH), que age no cortex da adrenal promovendo a
secrecdo de corticosterona. No hipotalamo, citocinas como IL-1 também estimulam a
liberagéo do fator liberador de corticotrofina (CRF) (JOHNSON, 1993).
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As alteracbes comportamentais que surgem na endotoxemia sao essenciais para a
sobrevivéncia do animal, bem como as respostas termorregulatorias que levam a febre,
tendo em vista a criacdo de um ambiente desfavordvel ao patdgeno e o aumento da
eficacia da resposta imune (MOLTZ, 1993). A febre potencializa a imunidade inata,
fazendo aumentar a capacidade fagocitica de neutrofilos, e também a imunidade
adaptativa, induzindo a proliferacdo de linfécitos e aumentando a producdo de
anticorpos (KLUGER, 1986). A ocorréncia da febre foi descrita em praticamente todos
0s grupos de vertebrados (BURNS et al., 1996; MONAGAS; GATTEN, 1983;
HUTCHISON; ERSKINE, 1981; KLUGER, 1991; KLUGER et al., 1977; LANG, 1987;
MACARI et al., 1993; MYHRE et al., 1977) e também em invertebrados (KLUGER,
1991), o que sinaliza uma selecdo evolutiva da mesma, demostrando ser ela uma

importante resposta de defesa do hospedeiro em situagdes infeccdo (KLUGER, 1991).

1.3 TERMORREGULACAO E FEBRE

Praticamente todas as aves e mamiferos sdo capazes de manter sua temperatura
interna constante ao longo de uma gama relativamente grande de temperatura ambiente,
capacidade esta que os coloca dentro do grupo dos animais homeotérmicos. A
termorregulacdo é vital para manutencdo da funcionalidade normal das células, uma vez
que a atividade enzimatica apresenta forte dependéncia térmica. Temperaturas elevadas
(> 42°C) desnaturam proteinas, fazendo com que elas percam sua funcdo e levem a
célula a morte, enquanto que as baixas temperaturas (<36,1°C) provocam uma acentuada
queda no metabolismo celular e diminuem a demanda energética (GORDON, 2012;
KUHT; FARMERY, 2014). Um conjunto de processos termorregulatorios é necessario
para manter a temperatura do corpo dentro de estreitas faixas homeostaticas. A
temperatura corporal central s6 pode ser mantida constante se a absor¢do e a producéo
de calor sdo compensadas pela perda do mesmo (GILBERT et al., 2004). Alteracoes
autondmicas e comportamentais tornam possivel este tipo de regulacdo (BICEGO et al.,
2007).

A homeostasia térmica estd sob comando de uma gama de estruturas neurais,
dentre as quais podemos citar o hipotalamo, sistema limbico, troncocerebral, a formagéo

reticular, medula espinhal e ganglios simpaticos (BOULANT, 2000).
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Dentre as estruturas participantes da termorregulacdo o hipotalamo é a de maior
destaque. Situado na parede do terceiro ventriculo, essa estrutura diencefalica contém os
mais importantes receptores de temperatura central, contudo termorreceptores espinhais,
viscerais, vasculares e cutdneos também sdo de grande importdncia na regulacdo da
temperatura, pois sdo responsaveis pelas aferéncias térmicas periféricas (KUHT;
FARMERY, 2014).

Variagbes na temperatura do ambiente externo sdo percebidas por
termorreceptores periféricos presente na pele. Estes termorreceptores sdo de dois tipos,
0s receptores frios que sdo maximamente ativados por temperaturas menores que 25°C e
0s quentes que sdo disparados por temperaturas elevadas. As aferéncias térmicas
periféricas sdo conduzidas ao sistema nervoso central por meio do trato espinotalamico,
que as levam, em ultima instancia, até a area pré-optica hipotaldmica (POA) (KUHT;
FARMERY, 2014).

O hipotalamo estabelece 0 “setpoint” termorregulatério, que é tido como o valor
de temperatura corporal aceitavel em determinada circunstancia; variacdes de +0,2°C no
setpoint geram respostas compensatorias no sentido de perder ou ganhar calor
(WEELEER, 2006). Alteracdes neste termostato fisiolégico podem ocorrer no sentido
de aumentar de forma regulada a temperatura corporal, causando febre, ou diminui-la,
gerando um quadro de anapirexia.

A febre configura uma das mais antigas manifestagdes clinicas de doenca em
animais (HEART, 1988). Ela geralmente ocorre em resposta a uma infecgéo, inflamagéo
ou trauma; e é considerado o componente mais proeminente de uma resposta complexa
do hospedeiro a agentes invasores, chamada de resposta de fase aguda. Além do mais,
parece ter grande o valor adaptativo tendo em vista que, experimentalmente e também
clinicamente, a taxa de mortalidade de animais, incluindo seres humanos, infectados por
virus ou bactérias, impedidos de desenvolver uma resposta febril devido ao uso de
farmacos antipiréticos, é bem maior quando comparados com animais capazes de
desencadear a febre diante da infeccdo (KLUGER, 1986). Esta relagédo positiva entre a
febre a sobrevivéncia se deve ao fato que o aumento da temperatura corporal cria um
ambiente desfavoravel para o patégeno, contudo, propicio para o estabelecimento de
uma resposta imune mais eficaz (MOLTZ, 1993).

A resposta febril tem sua complexidade atribuida aos seus efeitos sobre
multiplos sistemas como enddcrino, neuroldgico, imunoldgico. Além de um aumento

regulado da temperatura corporal, a febre, também ¢é acompanhada por varios
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comportamentos doentios, alteracdes metabdlicas e fisioldgicas (OGOINA, 2011).
Contudo, o termo febre ndo deve ser confundido com hipertermia, a febre € um aumento
da temperatura que ocorre em resposta a um agente invasor, enquanto a hipertermia
refere-se a um aumento na temperatura em decorréncia de um ganho de calor superior a
capacidade de dissipacéo.

O desenvolvimento da hipertermia estd em dependéncia da temperatura
ambiente, ao passo que a febre se desenvolve em qualquer temperatura. As diferencas
entre estas situagbes patologicas sdo tdo evidentes que podem ser vistas
comportamentalmente. Individuos febris preferem ambientes quentes, ao contrario dos
hipertérmicos que buscam por ambientes frios no intuito de facilitar a irradiacé@o de calor
para 0 meio externo (BLATTIES, 2006).

A reposta febril estd associada a acdo de pirdgenos (enddgenos ou exogenos),
moléculas capazes de desencadear a febre. Na maioria das vezes os pirdgenos exdgenos
sdo provenientes de microrganismos como virus, bactérias, fungos e outros parasitas
(ZEISBERGER, 1999). Os enddgenos compreendem proteinas termossensiveis e
mediadores lipidicos, sendo sua producdo geralmente estimulada pela presenca de
pirdgenos exogenos, além de lesdes, traumas e estresse. As citocinas, prostaglandinas e
endotelina formam um importante grupo de pirégenos endogenos (ROTH E SOUZA,
2001).

A administracdo sistémica de LPS é uma ferramenta antiga utilizada para avaliar
uma grande variedade de alterages fisioldgicas incluindo a febre. Na atualidade o LPS
é o0 pirdgeno exdgeno mais estudado, sendo utilizado na obtencdo da maioria dos dados
atuais relacionados a resposta febril (OGOINA, 2011).

O LPS medeia a liberacdo de citocinas por células imunoldgicas e estas serdo
responsaveis por induzir, por vias neurais ou humorais, a producdo de prostaglandinas,
em especial a prostaglandina E> (PGE:), responsével pela ativacdo de neurdnios
termossensiveis, na POA, gerando o estado febril (BLATTEIS, 2006). Existem
basicamente quatro vias pelas quais as citocinas sinalizam sua presenca na corrente
sanguinea. Estas podem ser transportadas para o cerebro através de transportadores
especificos presentes na barreira hematoencefalica ou passar para o cérebro por
intermédio dos orgdos circunventriculares, podem induzir a producéo de prostaglandinas
na interface entre o cérebro e a corrente sanguinea e ainda podem fazer sinalizacéo por

intermédio da ativacdo de nervos periféricos (ENGBLOM et al, 2002).
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Além das prostaglandinas, alguns horménios, como o horménio do crescimento,
prolactina e grelina se mostram capazes de interferir nas respostas imunologicas
(DIXIT, 2004; GALA, 1991; KELLY, 1990). Dixit e Taub em sua revisao publicada em
2005 dao enfoque ao recém descoberto efeito imunomodulador da grelina e a sinalizam
como um novo e importante jogador no velho campo das estreitas relagdes entre os

sistemas enddcrino e imune.

1.4 GRELINA

A etimologia da palavra grelina nos remete a palavra Ghrelin sendo que esta
resultou da unido das palavras que compdem a expressdo growth hormone release, que
se relaciona com a primeira funcdo atribuida a este horménio, ligante endégeno dos
receptores GHS-R1a (growth hormone secretagogue receptor 1a), que se localizam
tanto no sistema nervoso central quanto em tecidos periféricos, cuja ativacdo resulta na
liberacdo do horménio do crescimento pela glandula hipéfise (GNANAPAVAN et. al.,
2002; KOJIMA et. al., 2001).

Em 1999, Kojima e colaboradores relataram o descobrimento do ligante
enddgeno dos receptores GHSR-1a, que estimulam a liberacdo do hormonio do
crescimento (GH) pela hipofise. Este ligante foi purificado de estdbmago de ratos e
recebeu 0 nome de GHrelin, sendo que a palavra grelina é o termo aportuguesado. A
grelina é um peptideo composto por 28 aminoacidos e possui duas formas, a acetilada
(serina 3 octanoilada) e a ndo acetilada, sendo a forma acetilada capaz de induzir a
liberacdo de GH pela hipdfise, mostrando que a regulacdo deste horménio nédo € feita
somente pelo hipotadlamo, mas também pela grelina (HOSODA et al., 2000; KOJIMA
et. al., 1999).

Antes da descoberta da grelina, os receptores GHS-R1a eram chamados de
orfaos pelo fato de ndo se conhecer seu ligante enddgeno, porém ja era claro que
substancias exdgenas, como a hexarelina, eram capazes de se ligar a eles. Grelina e
hexarelina induzem a liberacdo de GH por meio da interagdo com 0s receptores
GHSR1a, que usam a adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e célcio como segundos
mensageiros (KOJIMA et al., 2001).
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Figura 1- Forma pelas quais 0 horménio de crescimento pode ser liberado pela glandula hipéfise.

Nota: GHRH (horménio estimulador da liberacdo de GH) e o ligante endégeno (Grelina) dos
receptores GHS-R1a, agem sobre as células da pituitaria anterior aumentando 0s niveis
intracelulares de calcio intracelular (Ca?*).

Fonte: KOJIMA et. al., 2001

O gene responsavel por codificar a grelina humana encontra-se no cromossomo
3p25-26 (SMITH et al., 1997). Quando transcrito e traduzido codifica a pré-pro-grelina,
um peptideo de 117 aminodcidos, que é clivada em progrelina. Subsequentes alteracdes
pos-traducionais dao origem a grelina acetilada.

A grelina acetilada corresponde a forma capaz de interagir com os receptores
GHS-R1a, isso porque ela possui uma modificacdo pos-traducional n-octanoica no
residuo 3 de serina (Figura 3), importantissima para o desempenho de suas funcdes, pois
sem ela a grelina ndo é capaz de ultrapassar a barreira hemato-encefalica (KOJIMA et.
al., 1999; KOJIMA et. al., 2001). A reacdo de acetilacdo da grelina é catalisada pela
enzima grelina O-acetiltransferase (GOAT) (YANG et al., 2008).
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pos-traducionais 4]

Figura 2- Grelina acetilada.

Nota: Depois de traduzida a grelina sofre uma modificacdo pos-traducional que insere, no residuo de
serina 3, um acido graxo de seis carbonos, tal modificagdo é mediada pela GOAT.

Fonte: KING et. al., 2013

A grelina é produzida principalmente pelas células oxinticas do estdmago, porém
expressiva sintese do hormonio pelo hipotadlamo ja foi reportada na literatura, o que
justifica a intensa presenca dos receptores de grelina em importantes areas cerebrais
hipotalamicas como nucleo paraventricular (PVN), nlcleo supra-6ptico (SON) e nucleo
arqueado (ARQ), e extra hipotalamicas como talamo, cortex, hipocampo e hipofise
(GARCIA-GARCIA et. al., 2014; HOWARD et al, 1996).

Desde 1999 foi atribuida a grelina uma multiplicidade de fungdes fisioldgicas,
sendo que as mais notaveis sdo sua influéncia no metabolismo energético e seu papel
estimulador do apetite, sendo por isso alcunhada de “hormoénio da fome” (KING et. al.,
2013). Descobertas recentes conferem a ela fungdes peculiares, que vao desde induzir a
ingestdo alimentar e diminuir o gasto energético, até o controle da pressao arterial e a
regulacdo o ciclo sono-vigilia (GARCIA-GARCIA et al., 2014; STOYANOVA et al.,
2014; VLASOVA; JARVINEN; HERZIG, 2009).

Em razdo de se mostrar como um importante horménio na manutencdo da
homeostasia, intensas pesquisas vem sendo feitas em outros campos no sentido de
elucidar a ampla gama de processos fisiol6gicos nos quais ela estaria envolvida, além de
seu papel metabolico, o que é extremamente relevante, uma vez que ela esta presente em
todos os vertebrados, resguardando, porém, diferencas bioquimicas e fisiologicas de
acordo com o taxon estudado (KAIYA et al., 2008).

Em meio aos mais diversos artigos sobre os diferentes papéis da grelina destaca-
se sua atuacao sobre o sistema imune. Hattori e seus colaboradores em 2001 afirmaram

pela primeira vez que todas a células do sistema imunoldgico sdo capazes de expressar
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tanto grelina quanto os receptores GHSR-1a. Decorrida mais de uma década apos esta
descoberta pode-se afirmar que a presenca destes receptores em componentes celulares
de sistema imune ndo é casual. Em 2011, Soriano e coautores associaram a
administracdo i.p. de grelina com a reducédo da febre endotdxica. A grelina exerce papel
imunomodulador, fazendo com que as células imunoldgicas liberem quantidades
menores de citocinas (WANG et al., 2009). Waseem et al. (2008) observaram que
macrofagos murinos, pré-tratados com grelina, liberavam menos citocinas pro-
inflamatdrias quando em contato com o LPS.

Desde a descoberta da grelina seu o envolvimento na modulacdo dos mais
diversos tipos de comportamento animal estdo sendo estudado, contudo, os resultados
séo ainda pouco conclusivos haja vista que, por vezes, se mostram divergentes. Lutter e
seus colaboradores no ano de 2008 demonstraram que ambas, a restricdo calérica e a
injecdo subcutanea de grelina foram capazes de reduzir os comportamentos tipo ansioso
e tipo depressivo de camundongos submetidos aos testes de labirinto em cruz elevado e
nado forcado, respectivamente. O observaram ainda niveis persistentemente elevados de
grelina plasmatica nos animais expostos ao paradigma de estresse cronico por
isolamento social. Em contrapartida, a administracdo cronica e central de grelina, em
ratos, gera sintomas relacionados a ansiedade e depresséo, tais como menor locomocao
em campo aberto e maior tempo de imobilidade em nado forcado; tal como demonstrado
por Hansson et al., 2011.Em humanos dados da literatura associam o polimorfismo no
gene codificador da grelina com a depressao mas ndao com desordens de humor
relacionadas ao panico (NAKASHIMA et al., 2008). Além dos supracitados, existem
varios outros dados na literatura nos permitem visualizar a existéncia de controveérsias
quanto aos efeitos da grelina sobre o comportamento.

Diante do papel imunomodulador da grelina e seu envolvimento, ainda pouco
elucidado, na manifestacdo de diversos comportamentos animais, o presente estudo
ganha relevancia uma vez que teve como objetivo relacionar o papel da grelina na
exibicdo do comportamento doentio exibido durante ativacdo do sistema imunoldgico

por meio da administracdo de LPS.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo seguem descritos abaixo.

2.1 OBJETIVO GERAL

O intuito do presente trabalho foi verificar a participacdo dos receptores GHS-
Rla na modulacdo do comportamento doentio (sickness behavior), induzido pela

endotoxemia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a menor dose de LPS (200, 500 ou 1000 pg/Kg) eficaz e o
melhor tempo (2, 6 ou 24 horas apds a aplicacdo) que sejam capazes de
induzir nos animais alteracGes comportamentais nos testes de campo aberto,
interacdo social, preferéncia a sacarose e ingestdo de alimento;

b) Verificar a participacdo dos receptores GHS-R1a como agente modulador do
sickness behavior, através dos testes de campo aberto, interacdo social,
preferéncia a sacarose e ingestdo de alimento;

c) Avaliar a participagéo dos receptores GHS-R1a na febre induzida pelo LPS;

d) Verificar participacdo dos receptores GHS-R1a na ativacdo do eixo HHA,
decorrente da administracdo de LPS, através da dosagem de corticosterona

plasmatica.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos empregados no presente trabalho encontram-se descritos

abaixo.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, na idade adulta, com massa
corporal variando entre 250 e 300g; provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Alfenas. Apds saida do Biotéerio Central os animais foram acondicionados em
caixas de polipropileno e mantidos no Biotério setorial, situado no laboratério de
Fisiologia. Enquanto no Biotério setorial os animais foram submetidos a ciclo claro-
escuro de 12h (com luzes sendo acesas as 7h e apagadas as 19h), e a temperatura foi
mantida a 23°C (com variagdo de 2°C pra mais ou pra menos) (COSTA et al., 2013).

Os animais receberam racdo comercial peletizada e 4gua ad libitum, ressalvando
0s casos em que o protocolo experimental preconizava o contrario. E valido salientar que
cada animal foi utilizado em apenas um teste experimental, sendo ao final submetidos a
eutanasia por decapitacdo ou inalacdo de anestésico de acordo com a pertinéncia.

O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética de uso animal da

Universidade Federal de Alfenas, com nimero de protocolo 541/2013.

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os itens 3.2 descrevem, de forma minuciosa, 0s procedimentos experimentais
utilizados na conducgéo deste estudo.

3.2.1 Estereotaxia



Com finalidade de permitir o acesso e canulacdo do ventriculo lateral os animais
anestesiados tiveram a cabeca imobilizada por meio de fixacdo em trés pontos,
mandibula e orificios auditivos direito e esquerdo. Uma incisao de aproximadamente 1,5
cm foi feita no tecido epitelial e subcutaneo, aquele previamente tricotomizado, para
possibilitar acesso a abdboda craniana.

O bregma, ponto onde a sutura sagital encontra perpendicularmente a sutura
coronal, foi tido como referéncia para acesso ao ventriculo lateral. A superficie craniana
foi limpa com agua oxigenada 10% (v/v), dando uma maior nitidez ao ponto de encontro
entre a suturas.

A matéria prima para confeccdo das canulas, que mediam 10 mm, foi agulha
hipodérmica estéril com 6 mm de didametro.

O acesso ao ventriculo lateral foi permitido usando as coordenadas presentes no
atlas “The Rat Brain”, de Paxino e Watson (1998): -0,5 mm posterior, -1,5 mm lateral e
3,7 mm ventral, tendo como ponto zero o bregma.

Para fixacdo da cénula e fechamento da incisdo foi utilizado acrilico
odontolégico polimerizavel capaz de formar uma espécie de capacete no local. Para
evitar que o capacete de acrilico se descolasse do cranio do animal, dois parafusos de
5mm foram fixados nos 0ssos parietais direito e esquerdo, para servirem de suporte.

Instantes antes do inicio da cirurgia administrou-se nos animais 0,02 mL de
antibiotico veterinario (Pentabidtico) por via intramuscular e 0,1mL de anti-inflamatorio
(Cetoprofeno) por via subcutanea.

Apbs a cirurgia os animais foram alocados individualmente em caixas de acrilico
de formato retangular (30cm x 19,5cm x 12cm), onde permaneceram de 6 a 7 dias para
que pudessem se recuperar do procedimento cirdrgico.

Ao final dos experimentos foi verificado o posicionamento correto da canula
através da infusdo de 5uL do corante azul de Evans (2%). A visualizacdo do corante no
terceiro ventriculo sinalizava que o procedimento cirargico foi bem sucedido. Os
animais que ndo tiveram o terceiro ventriculo corado ndo foram incluidos nas anélises

estatisticas.

3.2.2 Testes comportamentais
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Seguem descritos, a seguir, 0s procedimentos experimentais concernentes aos testes
comportamentais utilizados na avaliagdo do comportamento doentio.

3.2.2.1 Campo aberto

Para execucdo do teste de campo aberto os animais foram colocados em uma
arena circular de acrilico, com 60 cm de didmetro e paredes com altura de 50 cm. O piso
da arena apresentava-se dividido em areas, sendo 8 periféricos (préoximos a parede do
aparato) e 4 centrais. Cada animal foi colocado na regido central do campo aberto e seu
comportamento registrando atraves de filmagem no decorrer de 5 minutos. Apos cada
filmagem a arena foi higienizada com etanol 10% antes de ser introduzido um novo
animal.

Na noite anterior ao teste os animais eram colocados na sala de experimentagdo
para que se habituassem ao novo ambiente.

Os videos foram analisados e procedeu-se a quantificacdo do numero de
cruzamentos com as quatro patas na area central e periférica, além do numero de
rearings, comportamento de exploracdo vertical. Foi considerado cruzamento periférico
a entrada do animal com as quatro patas em alguma das oito areas periféricas e
cruzamentos centrais quando o animal entrou com as quatro patas nas areas centrais.
Quantificaram-se como rearings 0s eventos em que o animal se manteve em posi¢do
bipede sobre as duas patas traseiras (SWIERGIEL; DUNN, 2007).

3.2.2.2 Interacdo social

O teste de interagdo social consistiu no confronto entre 0 animal a ser testado
(animal residente) e um individuo da mesma espécie que tenha, porém, idade e peso
inferior — no minimo 100g a menos - (animal intruso). Para tanto os animais foram
colocados na arena de campo aberto e a interacéo entre residente e intruso foi registrada
por uma camera filmadora, durante 5 min. Para evitar que 0 comportamento

exploratorio atrapalhasse a exibigdo do comportamento de interacdo social, o animal



residente foi ambientizado a arena do campo aberto por 3 dias consecutivos, anteriores
ao dia do teste, por um periodo de 15 minutos.

No dia do teste a exibi¢cdo de comportamentos tais como: exploragdo anogenital
do intruso, segui-lo ou monta (colocar as patas dianteira sobre o intruso), bem como
imita-lo foram considerados como interacdo social. Os videos foram analisados e o
tempo total de interacdo entre residente e intruso foi contabilizado (DER-AVAKIAN;
MARKOU, 2014).

Considerou-se exploragdo anogenital os eventos em que o animal testado
cheirava a regido perianal do intruso. A exibi¢do de comportamento sexual, situacdo em
que o animal testado monta sobre o intruso, bem como situacao de mimetismo, em que o

animal teste imitava os movimentos do intruso foram consideracdes interacéo social.

3.2.2.3 Preferéncia a sacarose

O teste de preferéncia a sacarose foi utilizado para revelar um possivel estado de
anedonia nos animais, ou seja, perda da capacidade de sentir prazer (SHANKMAN et
al., 2010). O presente teste foi conduzido tal como descrito por Soncini et al. (2012).

Os animais que passaram pelo teste de preferéncia a sacarose, durante cinco dias,
tiveram acesso (2h/dia) a uma solucdo de sacarose a 10%; este consistindo em um
periodo de treinamento. Durante o periodo de treinamento os animais tiveram livre
acesso a agua e comida. Depois de treinados estes foram submetidos ao teste, durante o
qual tiveram acesso a dgua, comida e solugdo de sacarose, ao final de 2 horas (LI et al.,
2012) os volumes ingeridos de agua e sacarose foram coletados, com base na diferenca
de peso das duas garrafas. Durante o periodo de ambientacdo os animais foram
colocados em contado com a solucdo de sacarose sempre no mesmo horéario do dia.

A preferéncia a sacarose (PS) foi determinada usando a seguinte equac&o:

volumedesacaroseingerido (ml)
5= _ : — % 100
total({volumededgua + volumedesacaroseingerido)
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3.2.2.4 Ingestdo alimentar

A avaliacdo do padrdo de ingesta de racao foi conduzida em gaiolas metabdlicas.

Anteriormente ao dia do teste os animais foram colocados individualmente nas
gaiolas pra que se habituassem ao novo ambiente, por no minimo 12h. Em seguida os
animais ficaram de jejum por 12h, contudo tiveram acesso irrestrito a Aagua.
Posteriormente ao jejum racdo comercial em po foi colocada acessivel para os animais e
0 padréo de ingestdo foi monitorado durante 24h, por meio de pesagem da mesma nos
tempos de 2h, 4h, 6h e 24h apds sua reintroducdo (RORATO et al., 2012).

3.2.3 Dosagem de corticosterona

Para examinar a ativacdo do eixo hipotadlamo-hipd6fise-adrenal procedeu-se a
dosagem de corticosterona. Os animais foram decapitados e 5 mL de sangue coletados
em tubos heparinizados. Imediatamente apos a coleta o sangue foi centrifugado a uma
rotacdo de 3000rpm a 4°C por 15 minutos para ter o plasma separado dos elementos
figurados do sangue. Este foi mantido a uma temperatura de -20°C até o momento das
dosagens hormonais.

No primeiro dia do ensaio para dosagem do hormonal, a coticosterona foi
extraida de 25 pL de soro por meio do uso de 1 mL de etanol, e liofilizada. A dosagem
de corticosterona foi realizada pela técnica de radioimunoensaio (RIE) e, para tanto, este
projeto contou com a colaboragdo do Laboratorio de Neuroendocrinologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, coordenado pelo Prof. Dr. José Antunes Rodrigues. Para
o RIE, as amostras foram solubilizadas em tampdao apropriado e ensaiadas em duplicata
juntamente com uma curva padrdo. As replicatas foram incubadas com um anticorpo
anti-corticosterona produzido em coelho (#C8784, Sigma) e com corticosterona triciada
[1,2-3(H)] (New England Nuclear). A separacdo da fracdo livre da ligada foi realizada
com uma solucdo de carvao-dextran 0,5/0,05% por meio de centrifugacdo. O
sobrenadante foi entdo lido em Cintilador capaz de quantificar a emissdo de radiacéo
beta, as concentragdes foram estimadas com base na curva padrdo (ELIAS et al., 2004;
ELIAS et al., 1997).
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3.2.4 Monitoramento da temperatura corporal

Para que fosse possivel 0 monitoramento da temperatura corpérea dos animais,
estes tiveram um transmissor de biotelemetria implantado na cavidade peritoneal que
transmitia sinais, a cada um minuto, para uma placa receptora acoplado a um
computador. O acesso a cavidade peritoneal foi possivel por meio de laparotomia de
aproximadamente 2cm, com os animais sob efeito de anestésico injetavel (TBE). Apos o
implante do transmissor a inciséo foi fechada por meio de dois pontos internos feitos no
tecido muscular e dois externos feitos no tecido epitelial (CRUNFLI et al., 2014).

Nos momentos em 0 procedimento experimental experimental preconizava, 0s
animais imediatamente apds sofrerem cirurgia para implantacdo dos transmissores
biotelemétricos eram acoplados a um estereotaxico digital para que tivessem o
ventriculo lateral direto canulado.

Apo6s 6 ou 7 de cirurgia os animais foram colocados individualmente sobre um
receptor telemétrico (Data Science) acoplado a um computador que recebia,
transformava e armazenava os dados. Trinta minutos antes do inicio de qualquer
manipulagdo a temperatura basal dos animais foi determinada. Posteriormente as
manipulagdes, injecdo i.p e/ou i.c.v, a temperatura dos animais foi monitorada por um
periodo de oito horas (CRUNFLI et al., 2014).

3.3 DROGAS

Durante a execucdo deste trabalho foram utilizadas as seguintes drogas:
Lipopolissacarideo de Escherichia coli sorotipo 026:B6, antagonista dos receptores
GHS-R 1a, da grelina ([D-Lys®]-GHRP-6), ambos adquirido da Sigma-AldrichCo
(EUA); Cetoprofeno (Cristalina), Pentabidtico (Fort Dodge Saude Animal LTDA),
Ketamina (Dopalen) e Xilazina (Dopaser); Tribromoetanol (TBE-Sigma) e soro

fisiolégico 0,9% (Isofarma).

32



3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como médiaterro padrdo da média. Para
comparacdo de trés ou mais médias proceder-se-a a analise de variancia de uma via,
quando existia somente um variavel (LPS) seguida do pds-teste de Newman-Keuls.Os
dados de telemetria tiveram sua estatistica realizada através da &area sob a curva
calculado do delta da temperatura no intervalo de 3 a 7 horas. ANOVA de duas vias,
seguida do pds teste de Bonferroni, foi utilizada para analisar os dados nas situacfes em
que existiam duas variaveis: pré-tratamento ([D-Lys®*]-GHRP-6 ou veiculo) e tratamento
(Salina ou LPS). O nivel de significancia para rejeicdo da hipdtese de nulidade foi
fixado em 5% (p<0.05).

3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os itens 3.5 listados, a seguir, referem-se aos procedimentos experimentais aos quais 0s

animais foram submetidos.

3.5.1 Efeito do LPS sobre as altera¢des comportamentais

Para avaliar os efeitos do LPS no campo aberto os animais foram divididos em 4
grupos:

a) Controle, que recebeu injecdo i.p. de salina (100mL/Kg)

b) L1, que recebeu injecdo i.p. de LPS (200ug/KQg)

c) L2, que recebeu inje¢éo i.p. de LPS (500ug/KQ)

d) L3, que recebeu injecéo i.p. de LPS (1000pg/KQ)

3.5.1.1 Campo aberto



Os animais (n= 6) passaram por um periodo de ambientacdo na sala do teste por
um periodo de, no minimo, 12 horas. No dia seguinte a ambientacdo 0s animais
receberam as injecdes (i.p.) e ap6s duas, seis ou vinte e quatro horas eles foram
colocados no centro do aparato de campo aberto e filmados por 5 minutos.

3.5.1.2 Interacdo social

Anteriormente ao teste os animais (n= 6 a 7) foram ambientados no aparato de
campo aberto durante 15 minutos, por 3 dias imediatamente anteriores ao dia do teste.
No dia em que se conduziu o teste foi aplicado LPS ou salina (i.p.) e ap6s 2, 6 ou 24h 0s
animais foram colocados na arena do campo junto com um intruso. O comportamento

de interacdo ativa foi filmado por 5 min.

3.5.1.3 Preferéncia a sacarose

Os animais (n= 6 a 7) submetidos a esse teste foram ambientados a solucdo de
sacarose por um periodo de 5 dias. Depois da ambientacdo os animais foram divididos
em quatro grupos como descrito no item 3.5.1. No sexto dia, decorridas 2, 6, ou 24h
horas ap0s as injecBes (i.p.) de LPS ou salina os animais tiveram acesso a agua e
solucdo de sacarose 10%. As garrafas de agua e de solucdo de sacarose foram pesadas

no inicio e no final do teste.

3.5.1.4 Ingestéo alimentar

Os animais (n= 6 a 7) foram colocados em gaiolas metabodlicas por um periodo
minimo de 24h para se habituarem ao novo ambiente. Ap6s a habituacdo foram
submetidos a um jejum de 12h. O acesso a comida foi permitido 2h apds o tratamento

com LPS. A rac¢do foi pesada antes da reintroducgéo e apos 2, 4, 6 e 24h.
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3.5.1.5 Telemetria

Sete dias ap6s a cirurgia de implantacdo dos probes os animais (n= 8 a 9)

tiveram a temperatura corporal monitorada. Trinta minutos antes da administracdo do

LPS foram coletadas as temperaturas basais. O monitoramento foi feito ao longo das

oito horas que se seguiram a administra¢do do LPS.

3.5.2 Efeito da administracdo do antagonista nas alteracGes comportamentais
decorrentes da injecédo de LPS

Para avaliar a influéncia dos receptores GHS-R1a no comportamento doentio

induzido pelo LPS (200ug/Kg) os animais foram divididos em 4 grupos:

a)
b)
c)
d)

Controle, pré-tratados com salina (i.c.v.) e tratados com salina (i.p.);
E1, pré-tratados com salina (i.c.v.) e tratados com LPS (i.p.);
E2, pré-tratados com antagonista (i.c.v.) e tratados com salina (i.p.);

E3, pré-tratados com antagonista (i.c.v.) e tratados com LPS (i.p.).

Todos os testes foram conduzidos no sétimo dia ap0s a realizagdo da cirurgia de

estereotaxia. Foi infundido centralmente, com auxilio de seringas Hamilton, 5uL de
salina ou 5uL de antagonista (Lnmol/animal) (FUJINO et al., 2003).

3.5.2.1 Campo aberto

Trinta minutos antes da aplicacdo do LPS (i.p.) os animais (n= 9 a 11) foram

tratados i.c.v. com antagonista ou salina. Ap6s 2h e 30 minutos da infusdo central eles

foram submetidos ao teste de interacdo social seguindo o protocolo ja descrito.
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3.5.2.2 Interacdo social

Trinta minutos antes da aplicacdo do LPS (i.p.) os animais (n= 8 a 10) foram tratados
i.c.v. com antagonista ou salina. Apdés 2h e 30 minutos da infusdo central eles foram

submetidos ao teste de interacdo social seguindo o protocolo ja descrito.

3.5.2.3 Preferéncia a sacarose

Trinta minutos antes da aplicacdo do LPS os animais (n= 8 a 10) foram tratados
i.c.v. com antagonista ou salina. Apos 2h e 30 minutos da infusdo central eles tiveram

acesso a solucdo de sacarose por 2h, seguindo o protocolo ja descrito.

3.5.2.4 Ingestdo alimentar

Apos 9h e 30 minutos de jejum os animais (n= 8 a 9) foram tratados i.c.v. com
antagonista ou salina. Trinta minutos depois da aplicacdo central foi administrado o LPS
(i.p.). O acesso a comida foi permitido 2h ap6s a injecdo de LPS (12h de jejum). A racao

foi pesada antes da reintroducdo e apos 2, 4, 6 e 24h.

3.5.2.5 Dosagem de corticosterona

Trinta minutos antes da aplicacdo do LPS os animais (n= 10 al13) foram tratados
i.c.v. com antagonista ou salina. Duas horas apds a aplicagdo do LPS eles foram
guilhotinados e o sangue foi coletado e processado para posteriores analises, como
descrito no item 3.2.3.

Os animais submetidos a este protocolo experimental foram mantidos em caixas

individuais alojadas em sala silenciosa na qual qualquer acesso era restrito para
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minimizar a ocorréncia de estresse, a nao ser o imunologico, durante o periodo das duas

horas que se seguiram apos a aplicacdo do LPS (i.p.).

3.5.2.6 Telemetria

Trinta minutos antes da injecdo central foi coletada a temperatura basal dos
animais. O antagonista foi infundido meia hora antes da inje¢do do LPS. O
monitoramento da temperatura foi feito por 8h. Durante os 6 dias anteriores ao teste 0s
animais eram diariamente manipulados de forma similar ao que ocorreu no dia teste,
para que se habituassem, a finalidade da manipulagdo foi minimizar o estresse

decorrente da aplicacéo das drogas.



4 RESULTADOS

Os resultados obtidos, apds andlise estatistica dos dados coletados durante a

execucdo do presente trabalho, sdo apresentados a seguir.

4.1 EFEITO DO LPS NO TESTE DE CAMPO ABERTO, PREFERENCIA A
SACAROSE, INGESTAO ALIMENTAR E INTERACAO SOCIAL

No teste de campo aberto as trés doses de LPS 200, 500 e 1000ug/Kg causaram
uma diminuicdo no ndmero de cruzamentos periféricos (Figura 3A) (Fz23= 7,424;
p<0,01 nas doses de 200 e 500ug/kg; p<0,001 na dose de 1000ug/kg), o numero de
cruzamentos centrais (Figura 3B) também foi diminuido nas trés doses de LPS (F323=
8,097, p<0,01) assim como o total de cruzamentos (Figura 3C) (Fs23= 9,457; p<0,01
nas doses 200 e 500ug/kg; p<0,001 na dose de 1000ug/kg), do mesmo modo houve
redugdo do numero de rearings (Figura 3D) (Fs23= 9,043, p<0,05 nas doses de 200 e
500ug/kg; p<0,001 na dose de 1000ug/kg).
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Figura 3 - Efeito de diferentes doses de LPS sobre o comportamento no aparato de campo aberto,

decorridas 2h da aplicagdo.

Nota: Valores expressos como média = EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado
com o grupo controle (ANOVA de uma via, seguido do pés-teste de Newman-Keuls).

Fonte: do autor

Decorridas seis horas ap0s a aplicacdo do LPS os animais submetidos ao teste de

campo aberto ndo demonstraram alteracfes nos cruzamentos periféricos (Figura 4A)

com excecdo da dose de 1000ug/Kg (Fs23= 3,925; p>0,05 nas doses 200 e 500ug/kg,

p<0,05 na dose de 1000ug/kg), os cruzamentos centrais (Figura 4B) ndo apresentaram

diminuicéo significativa entre as doses (Fs23= 0,7932; p>0,05) assim como o total de

cruzamentos (Figura 4C) (Fs23= 2,433; p>0,05 para todas as doses). O numero de

rearings (Figura 4D) também ndo demonstrou diminuicdo significativa entre as doses

(Fs23=0,2921; p>0,05).
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Figura 4 - Efeito de diferentes doses de LPS sobre o comportamento no campo aberto, apés 6h da
aplicacéo.
Nota: Valores expressos como media + EPM. *p<0,05 quando comparado com o grupo controle
(ANOVA de uma via, seguido do pés-teste de Newman-Keuls).
Fonte: do autor

Apo0s 24 horas da aplicacdo de LPS pode-se observar que ndao houve diferenca
significativa entre as doses no niamero de cruzamentos periféricos (Figura 5A) no teste
de campo aberto (Fz23= 2,574; p>0,05), os cruzamentos centrais (Figura 5B) (Fz23=
0,87; p>0,05), cruzamentos totais (Figura 5C) (Fs23= 2,290; p>0,05) e rearings (Figura
5D) (Fs23= 0,1778; p>0,05) também ndo apresentaram diferenca significativa entre as

doses.
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Figura 5 - Efeito de diferentes doses de LPS sobre o comportamento no aparato de campo aberto,
decorridas 24h da aplicag&o.
Nota: Valores expressos como média + EPM (ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de
Newman-Keuls).

Fonte: do autor

No teste de preferéncia a sacarose, ap6s duas horas do tratamento com LPS

pode-se observar uma reducéo significativa na preferéncia de sacarose nas doses de 200,

500 e 1000pg/Kg quando comparado com o grupo controle (Fsz39= 12,68; p<0.0001)

(Figura 6A). Apds 6 horas da aplicacdo de LPS somente a dose de 1000ug/Kg foi capaz

de provocar uma reducdo na preferéncia de sacarose quando comparado com o

tratamento com salina (Fz22= 3,463; p<0,05) (Figura 6B).

Decorridas 24 horas do

tratamento com LPS ndo foram evidenciadas diferencas significativas entre 0s grupos

quando comparado ao grupo controle (Fz23=0,2959; p>0,05) (Figura 6C).
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Figura 6 - Efeito de diferentes doses de LPS sobre a porcentagem de preferéncia a sacarose, decorridas 2h
(A), 6h (B) e 24h (C) da aplicacao.
Nota: Valores expressos como média + E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado
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Controle

com o grupo controle (ANOVA de uma via, seguido do pos-teste de Newman-Keuls).

Fonte: do autor

No teste de ingestdo alimentar ANOVA de duas vias indicou efeito do
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tratamento com LPS 200ug/Kg (Fator Desafio Imunolégico: F155=85,38; p<0.0001) na

diminuicdo da ingestdo alimentar em todos os tempos analisados (Fator Tempo:
F155=318,2; p<0.0001) assim como na interacdo entre esses dois fatores (Fator

interagdo: F1,55=14,07; p<0.0001). A analise também indicou que o tratamento na dose

de 500 pg/Kg (Fator Desafio Imunoldgico: F 14s= 115,54; p<0.0001) diminuiu a

ingestdo de alimentos nos tempos de 2, 4, 6 e 24 horas (Fator Tempo: Fi45= 217,1;

p<0.0001) quando comparado com o controle havendo interacdo entre esses dois fatores

(Fator interacdo: F145= 22,86; p<0.0001).
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ANOVA de duas vias mostrou que a dose de 1000ug/Kg (Fator Desafio
Imunologico: Fiss= 302,89; p<0.0001) reduziu a ingestdo alimentar em todos o0s
tempos avaliados (Fator Tempo: F455= 257,6; p<0.0001) e a interagdo entre esses dois
parametros (Fator interagédo: Fss5= 91,72; p<0.0001), conforme demonstrado na Figura
7.
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Figura 7 - Efeito do LPS nas doses de 200ug/Kg, 500 pg/Kg e 1000 ug/Kg sobre a ingestdo alimentar ao
longo de 24h.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado
com o grupo controle (ANOVA de duas vias, seguido do pos-teste de Bonferroni).

Fonte: do autor

No teste de interacdo social observou-se uma reducao significativa no tempo de
interacdo social 2 horas apds o tratamento com LPS nas doses de 200, 500 e 1000ug/Kg
quando comparado ao tratamento com salina (Fs24= 29,86; p<0.0001) (Figura 8A). Na
Figura 8B é possivel verificar uma diminuicdo significativa no tempo de interacdo nas
doses de 500 e 1000ug/Kg (F325= 13,83; p<0.0001) apds 6 horas do tratamento com



LPS em relacdo ao grupo controle. Apos 24 horas do tratamento com LPS a interagdo
social ndo se mostrou diferente significativamente entre as doses analisadas (F32s=
0,3335; p>0,05) (Figura 8C).
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Figura 8 - Efeito de diferentes doses de LPS sobre o tempo de interacéo social, apds 2h (A), 6h (B) e 24h
(C) da aplicacéo.

Nota: Valores expressos como média + E.P.M. **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA de uma via, seguido
do pos-teste de Newman-Keuls).

Fonte: do autor.

4.2 EFEITO DO LPS SOBRE A TEMPERATURA CORPOREA

A Figura 9 mostra a variacdo de temperatura ao longo das 8 horas apds aplicacéo
de LPS nas doses de 200, 500 e 1000ug/Kg, o tempo zero é o momento da injecdo
intraperitoneal de LPS. Trinta minutos antes do tratamento os animais tiveram suas
temperaturas basais monitoradas. Cada ponto do gréafico significa a média dos animais

do grupo naquele determinado tempo. Nesta figura podemos observar que a
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endotoxemia desenvolvida pelo LPS provoca uma hipotermia inicial seguida por uma

febre apds 2 horas que se segue até a oitava hora no grupo tratado com a dose de

1000ug/Kg. Esse perfil é semelhante nas doses de 200, 500ug/Kg, porém a segunda

apresenta um leve aumento comparado com as outras doses e a partir da sexta hora a

temperatura se apresenta menor que 0 grupo tratado com o controle.
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38.54
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[ ]
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Figura 9 - Efeito da administracdo de LPS (i.p.) na variagdo da temperatura corporal bruta no decurso de

Fonte:

8h.
do autor

A Figura abaixo exibe a variacdo de temperatura em relacdo temperatura basal,

nos animais tratados com as doses de LPS (200, 500 e 1000ug/Kg). Pode-se observar

que 0s grupos tratados com LPS apresentaram um aumento na temperatura corpdrea

quando comparados ao grupo controle (Figura 10).
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10 - Efeito da administracdo de LPS (i.p.) no delta de variagdo da temperatura corporal no decurso

de 8h.

Os resultados foram expressos como sendo a diferenca entre o valor bruto e o valor de
temperatura basal.

do autor
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O indice térmico calculado no intervalo entre a terceira e a sétima hora
demonstrou um aumento significativo da temperatura corporal dos animais tratados com
as trés doses de LPS (200, 500 e 1000ug/Kg) quando comparado com o grupo controle
(F3,31= 8,096; p = 0,0005).
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Figura 11 - Efeito de diferentes doses de LPS sobre os valores de indice térmico, calculados com base na
area sobre a curva da variagdo de temperatura.

Nota: Valores expressos como média = E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 (ANOVA de uma
via, seguido do pos-teste de Newman-Keuls).
Fonte: do autor.

Os resultados descritos acima mostram que qualquer uma das trés doses de LPS
¢ capaz de induzir marcadamente o aparecimento do comportamento doentio,
principalmente na segunda hora, e também sdo capazes de produzir febre nos animais.

Diante disso, a dose e o tempo escolhido para avaliagdo do envolvimento da

grelina no comportamento doentio e febre foram 200ug/Kg e 2 horas, respectivamente.

4.3 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO ANTAGONISTA [D-Lys’]-GHRP-6 NAS
ALTERACOES COMPORTAMENTAIS DECORRENTES DA INJECAO DE LPS

Os resultados estatisticos, referentes as analises comportamentais, obtidos quando
usado antagonista dos receptores GHS-R1a, estdo descritos nos itens que a seguir.



4.3.1 Campo aberto

Os resultados dos parametros avaliados para o teste de campo aberto estéo
demonstrados na Figura 12. Ap6s duas horas de tratamento com LPS ANOVA de duas
vias demonstrou um efeito significante do tratamento quando comparado com o controle
(Fator Desafio Imunolégico: F13s = 8.55, P<0.01), 0 pré-tratamento com o antagonista
(Fator pré-tratamento: F13s = 2.85, P>0.05) ndo exerceu efeito, contudo houve interacéo
(Fator interagdo: Fi3s= 5,07; p<0,05) entre esses dois fatores nos cruzamentos
periféricos (Fig. 12A).Conforme observado na Figura 12A ap0ds anélise do pos-teste, 0s
animais Veiculo+LPS percorreram menos os quadrantes periféricos quando comparado
com os animais Veiculo+Salina (p<0,01). A administracdo de antagonista ndo altera
esses cruzamentos quando comparado com o controle (Veiculo+Salina) (p>0,05), no
entanto, o pré-tratamento reverte o efeito do LPS no campo, quando comparado com o
grupo Veiculo+LPS (p<0,05).

ANOVA de uma via indicou um efeito do tratamento com LPS (Fator Desafio
Imunoldgico: F13s = 5.24, P<0.05), o pré-tratamento com o antagonista do receptor de
grelina (Fator pre-tratamento: Fi3 = 1.09, P>0.05) ndo exerceu efeito, porém houve
interacdo entre esses dois fatores (Fator interagdo: Fi13= 4,5; p<0,05) nos cruzamentos
centrais. A analise do pds-teste demonstrou que os animais Veiculo+LPS percorreram
menos 0s quadrantes centrais quando comparado com os animais Veiculo+Salina
(p<0,05). A administracdo de antagonista ndo altera esses cruzamentos quando
comparado com o controle (Veiculo+Salina) (p>0,05), todavia, o pré-tratamento com
antagonista reverte o efeito do LPS na diminuicdo dos cruzamentos centrais, quando
comparado com o grupo Veiculo+LPS (p<0,05) (Fig. 12B).

O tratamento com LPS, assim como a interacdo entre este fator e o fator
antagonista exerceram um efeito no nimero total de cruzamentos, resposta semelhante
observada com o antagonista (Fator Desafio Imunolégico: Fi1 3= 11,81; p<0,001, Fator
pré-tratamento: F1 3= 5,50; p<0,001, Fator interacdo: F13=10,43; p<0,01). O pds-teste
evidenciou que os animais Veiculo+LPS percorreram menos o total dos quadrantes
centrais quando comparado com os animais Veiculo+Salina (p<0,001). O tratamento
com antagonista ndo altera esses cruzamentos gquando comparado com o controle

(Veiculo+Salina) (p>0,05), contudo, o pré-tratamento com antagonista reverte o efeito
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do LPS na diminuicdo dos cruzamentos totais, quando comparado com 0 grupo
Veiculo+LPS (p<0,01) (Fig.12C).

Por fim, o tratamento com LPS, pré-tratamento com antagonista de receptor de
grelina e a interacdo entre esses dois fatores ndo demonstraram efeito nos nimeros de

rearings.
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Figura 12 - Efeito do pré-tratamento com [D-Lys®]-GHRP-6 e tratamento com LPS sobre os cruzamentos
periféricos (A), centrais (B), totais (C) e nimero de rearings (D) no aparato de campo aberto.

Nota: Valores expressos como média + EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 Veiculo-Salina
quando comparado como grupo Veiculo-LPS, *p<0,05 e **p<0,01 Veiculo-LPS quando
comparado com o grupo Antagonista-LPS (ANOVA de duas vias, sequido do pds-teste de
Bonferroni).

Fonte: 0 autor

4.3.2 Preferéncia a sacarose

A anélise ANOVA de duas vias revelou que o tratamento com LPS causou um
efeito na preferéncia a sacarose (Fator Desafio Imunologico: F131= 266,28; p<0,001). O
pré-tratamento com antagonista também provocou um efeito (Fator pré-tratamento:
F131=208,90; p<0,001) ocasionando uma interacdo entre esses dois parametros (Fator
interacdo: F13:1=154,90; p<0,001).



Os animais Veiculo+LPS preferiram menos sacarose quando comparado com 0s
animais Veiculo+Salina (p<0,001). O tratamento com 0 antagonista ndo altera essa
preferéncia quando comparado com o controle (Veiculo+Salina) (p>0,05), porém, o pré-
tratamento reverte o efeito do LPS quando comparado com o grupo Veiculo+LPS

(p<0,001), conforme visto na Figura 13.
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Figura 13 - Efeito do pré-tratamento com [D-Lys®]-GHRP-6 e tratamento com LPS sobre a porcentagem
de preferéncia a sacarose.

Nota: Valores expressos como média + E.P.M. ***p<0,001; Veiculo-Salina quando comparado
como grupo Veiculo-LPS, ***p<0,001; Veiculo-LPS quando comparado com o grupo
Antagonista-LPS, #p<0,05; Antagonista-Salina quando comparado com o grupo Antagonista-
LPS (ANOVA de duas vias, seguido do pds-teste de Bonferroni).

Fonte: do autor.

4.3.3 Interacéo social

O tratamento com LPS provocou um efeito na interacdo social (Fator Desafio
Imunoldgico: Fi131= 129,37; p<0,001). O pré-tratamento, em animais endotoxicos, com
[D-Lys®]-GHRP-6 também apresentou um efeito (Fator pré-tratamento: Fizi= 16,14;
p<0,001. Além do mais, houve interacdo entre esses dois parametros (Fator interacéo:
F1.31= 36,03; p<0,001) (Figura 14).

De acordo com a Figura 14, os animais Veiculo+LPS diminuiram o tempo de
interacdo social quando comparado com os animais Veiculo+Salina (p<0,001). A
administracdo com o antagonista ndo altera esse tempo de interacdo quando comparado
com o controle (Veiculo+Salina) (p>0,05). J& o pré-tratamento com antagonista reverte
o efeito do LPS quando comparado com o grupo Veiculo+LPS (p<0,001).
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Figura 14 - Efeito do pré-tratamento com [D-Lys®]-GHRP-6 e tratamento com LPS sobre o tempo de
interaco social.

Nota: Valores expressos como média =+ EPM. ***p<0,001; Veiculo-Salina quando comparado
como grupo Veiculo-LPS, ***p<0,001; Veiculo-LPS quando comparado com o0 grupo
Antagonista-LPS, #p<0,01; Antagonista-Salina quando comparado com o grupo
Antagonista-LPS (ANOVA de duas vias, seguido do pés-teste de Bonferroni).

Fonte: do autor.

4.3.4 Ingestdo alimentar

A ingestdo alimentar foi monitorada durante 24 horas ap0s 0s tratamentos
conforme demonstrado na Figura 15. Na segunda hora de andlise do teste o tratamento
com LPS apresentou efeito na ingestdo alimentar (Fator Desafio Imunolégico: F120=
6,88, p<0,05), ndo houve efeito do pré-tratamento com antagonista (Fator pré-
tratamento: F120=0,52; p>0,05) nem na interacdo entre esses dois fatores (Fator
interacdo: Fi120=2,15; p>0,05). O tratamento com LPS (Fator Desafio Imunolégico:
F120= 11,21; p<0,01) e o pré-tratamento com antagonista (Fator pré-tratamento: F1 9=
4,59; p<0,05) apresentaram efeito na ingestdo de alimentos na quarta hora, porém nao
houve efeito entre esses dois fatores (Fator interacdo: Fi20= 2,15; p>0,05). Na sexta
hora o tratamento com LPS (Fator Desafio Imunoldgico: F1,2=17,66; p<0,001) e o pré-
tratamento com antagonista (Fator pré-tratamento: F1.20= 12,68; p<0,01) exibiram efeito
na ingestdo de alimentos, contudo ndo houve interagéo entre esses dois fatores (Fator
interacdo: F120= 0,52; p>0,05). Finalmente, apds 24 horas da administracdo do LPS e 0
pré-tratamento com o antagonista do receptor de grelina foi apresentado um efeito na

ingestdo alimentar, além da interacdo entre esses dois fatores (Fator Desafio
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Imunoldgico: F120= 174,62; p<0,001; Fator pre-tratamento: F120= 12,52; p<0,01; Fator
interagdo: F120= 14,79; p>0,001).

Na Figura 15 podemos observar, a partir da analise do pds-teste, que 0s animais
Veiculo+LPS reduziram a ingestdo alimentar significativamente quando comparado
com os animais Veiculo+Salina (p<0,01). A administracdo com o antagonista nao altera
a ingestdo quando comparado com o controle (Veiculo+Salina) (p>0,05), porém, o pré-
tratamento com antagonista dos receptores de grelina atenua o efeito hipofagico do LPS

quando comparado com o grupo Veiculo+LPS (p<0,001).
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**
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0 < i |
0 2 4 620 22 24 26
Tempo (h)

Figura 15 - Efeito do pré-tratamento com [D-Lys®]-GHRP-6 e tratamento com LPS sobre a ingestdo
alimentar no decorrer de 24h.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; quando comparado
como grupo Veiculo-Salina, *p<0,05; ***p<0,001; quando comparado com o grupo Veiculo-
LPS, ##p<0,001; quando comparado com o grupo Antagonista-Salina (ANOVA de duas vias,
seguido do pés-teste de Bonferroni).

Fonte: do autor.

4.3.5 Temperatura corporal

O monitoramento biotelemétrico da temperatura corporal (Figura 16) demonstra
que o LPS foi capaz de induzir um aumento na temperatura corpdrea dos animais.

Foram coletadas trés temperaturas basais antes das injecfes i.c.v. de salina ou



antagonista, posteriormente foram realizadas mais trés afericdes e por fim, 30 minutos

depois da aplicagdo i.c.v., foram administrados i.p. salina ou LPS.
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36.0

Temperatura (°C)

37.51
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Figura 16 - Efeito do pré-tratamento com [D-Lys®*]-GHRP-6 e tratamento com LPS sobre a variacdo da
temperatura corporal bruta no decurso de 8h.
Fonte: do autor.

A Figura 17 mostra o delta de variacdo de temperatura dos animais pré-tratados
com [D-Lys*]-GHRP-6 e tratados com LPS ao longo de oito horas apds a indugdo da
endotoxemia por tratamento com LPS. Os dados do gréfico foram obtidos subtraindo da

temperatura bruta a média aritmética das trés aferices basais.
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Figura 17 - Efeito do pré-tratamento com [D-Lys’]-GHRP-6 e tratamento com LPS sobre o delta de
variacdo da temperatura corporal no decurso de 8h.
Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Figura 18, indice térmico dos animais no intervalo
entre a terceira e sétima hora, ANOVA de duas vias revela um efeito do LPS na
temperatura corporal dos animais (Fator Desafio Imunoldgico: Fi2s= 16,44; p<0,001),
contudo ndo houve efeito do antagonista, nem interacdo entre o pré-tratamento e o
tratamento (Fator pré-tratamento: Fi.s= 0,00; p>0,05; Fator interagdo: Fizs= 2,27;
p>0,05).

Os animais Veiculo+LPS tiveram seu indice térmico aumentado quando
comparado com o0s animais Veiculo+Salina (p<0,001). A administracio com o
antagonista ndo alterou o indice térmico quando comparado com o controle
(Veiculo+Salina) (p>0,05). Além disso, o pré-tratamento com antagonista dos
receptores de grelina ndo reverteu o efeito do indice térmico do LPS quando comparado
com o grupo Veiculo+LPS (p>0,05).
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Figura 18 - Efeito do pré-tratamento com [D-Lys®]-GHRP-6 e tratamento com LPS sobre os valores de
indice térmico, calculados com base na rea sobre a curda da variagdo de temperatura.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. ***p<0,001, quando comprado com o grupo veiculo-
salina; #p<0,01, quando comparado com o grupo antagonista-salina (ANOVA de duas vias,
seguido do pés-teste de Bonferroni).

Fonte: do autor.

4.3.6 Corticosterona sérica

Na Figura 19 sdo representadas as concentracdes de corticosterona sérica. A
analise do grafico nos permite concluir que o tratamento com LPS provoca um efeito
nos niveis plasmaticos de corticosterona (Fator Desafio Imunolégico: Fi41= 511,35;
p<0,001). O tratamento com antagonista do receptor de grelina também foi capaz de
causar um efeito nos niveis de corticosterona (Fator pré-tratamento: Fis1= 88,91;
p<0,001) a interacdo entre esses dois fatores também pode ser observada (Fator
interacdo: F141= 4,46; p<0,05).

Os animais Veiculo+LPS tiveram um aumento nos niveis de corticosterona
sérica quando comparado com os animais Veiculo+Salina (p<0,001). A administracdo
com o antagonista diminui essa concentracdo quando comparado com o controle
(Veiculo+Salina) (p<0,001), além disso, o pré-tratamento com o antagonista atenua o
efeito do LPS quando comparado com o grupo Veiculo+LPS (p<0,001), conforme visto
na Figura 19.
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Figura 19 - Efeito do pré-tratamento com [D-Lys*]-GHRP-6 e tratamento com LPS sobre a concentragdes

Nota:

Fonte:

séricas de corticosterona.

Valores expressos como média = EPM. ***p<0,001; quando comparado como grupo
Veiculo-Salina, ***p<0,001; quando comparado com o grupo Veiculo-LPS, #p<0,05; quando
comparado com o grupo Antagonista-Salina (ANOVA de duas vias, seguido do pos-teste de
Bonferroni).

do autor.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante a condugéo deste trabalho sdo discutidos abaixo com base

na literatura cientifica.

5.1 INFLUENCIA DO LPS NO COMPORTAMENTO DOENTIO E NA
TEMPERATURA CORPORAL

Diante dos resultados apresentados pode-se verificar que o desafio imunolégico
modula o comportamento doentio dos animais, ja que a administracdo de LPS causa um
efeito negativo nos testes comportamentais. Dessa maneira, foi possivel verificar uma
piora no desempenho dos animais nos testes de campo aberto, preferéncia a sacarose,
interagdo social, ingestdo alimentar e telemetria apds tratamento com esta endotoxina.

Em 1995 foi publicado; na Brain, Behavior, and Immunity o primeiro trabalho
sobre comportamento doentio. Nele Aubert et al. (1995) injetou em ratos LPS, IL-B e
Leveduras e observou o aparecimento de alteracbes comportamentais. Porém, o préprio
Aubert et al. (1995) ja referenciava autores como Kent et al. (1992) que utilizavam e
davam significado ao termo comportamento doentio para designar as respostas
comportamentais advindas da infeccdo.

Desde a década de noventa até agora centenas de novos artigos surgiram dando
maior solidez a indugcdo do comportamento doentio por meio da endotoxemia por LPS,
substancia utilizada neste trabalho. Aubert (1999) afirma que o tratamento com LPS é
uma ferramenta valiosa para o estudo deste tipo de comportamento.

Com intuito de contribuir de forma positiva para a construcéo e elucidacdo do
conhecimento na area, no presente trabalho foi analisado o efeito de diferentes doses de
LPS sobre o comportamento doentio e verificamos também a influéncia do tempo
nessas respostas comportamentais.

Ao dar-se enfoque na analise das doses de LPS é possivel verificar que tanto a
dose menor (200pg/Kg) quanto a mais alta (1000pg/Kg) geram alteragOes
comportamentais acentuadas, mostrando que sdo efetivas no que se refere a inducéo do

comportamento doentio, 0 que estd de acordo com Martin et al. (2013) que demonstrou



ser o LPS efetivo em induzir o aparecimento do comportamento doentio em doses
baixas como 200ug/Kg. Os resultados obtidos no presente trabalho apontam que o efeito
comportamental do LPS ndo é dose dependente. Em contrapartida, a variagdo de tempo
é determinante para o aparecimento do referido comportamento.

Ap0Gs duas horas de tratamento foi possivel observar alteracdes em todos 0s
testes conduzidos neste trabalho. No campo aberto os animais diminuiram a locomogéo
total, as visitas ao centro, os deslocamentos na periferia e a frequéncia de exploracéo
vertical. Em 2009, Kinoshita et al. reportou que camundongos tratados com LPS na dose
de 200ug/Kg apresentavam, duas horas ap6s o tratamento, menor locomocao no aparato
de campo aberto bem como reduzidas visitas ao braco aberto do labirinto em cruz
elevado. A reducdo, em funcdo do tratamento com LPS, de todos os parametros
analisados no campo aberto sdo coerentes com os dados de Ribeiro et al. (2013) que em
seu trabalho mostrou que camundongos tratados com LPS 100 pg/kg diminuiram os
cruzamentos na periferia, no centro e o total deles.

Durante o teste de preferéncia a sacarose foi revelado um estado aneddnico,
hipoingestéo de solugédo adocicada, estado este bem reportado pela literatura. Soncini et
al. (2012) constatou em seu trabalho que camundongos endotéxicos exibem uma menor
preferéncia a sacarose 2 e 24h ap6s a administracdo de LPS. Esta reducdo na
preferéncia, relatada pelo autor, ainda visivel na 24h ndo foi encontrada em nossos
experimentos. Ha indicios de que a resposta ao LPS seja mais prolongada em
camundongos do que em ratos, visto que ratos tratados com LPS ndo mais exibem, na
132 hora, reduzido consumo de sacarose (YIRMIYA, 1996).

Um menor tempo de interacdo social, na segunda hora, também foi observado
nos animais endotoxicos. Resultado semelhante foi encontrado por Townsend et al.
(2014), que em seu estudo observou reducdo neste comportamento, duas horas apos
aplicar LPS, tanto em ratos adultos quanto em idosos. Além do teste de interacdo social
a ingestdo alimentar foi realizada no presente estudo como um dos parametros para
avaliacdo do comportamento doentio.

A anorexia é um classico elemento da fase aguda da resposta imunoldgica, o
LPS por ser capaz de induzir esse tipo de resposta tem a anorexia como sendo um de
seus efeitos mais marcantes (KOPF et al, 2011). Os resultados aqui descritos
corroboram com os achados da literatura, devido ao fato de que revelam a existéncia de

hipofagia nos animais desde a 22 até a 242 hora. O efeito anorexigeno do LPS é téo
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intenso que Gayle et al. (1998) demonstrou que mesmo apds 39h de jejum animais
tratados com LPS exibiram comportamento hipofagico.

Todas essas alteragbes comportamentais que ocorreram nas trés doses testadas 2
horas ap6s a administracdo refletem as modificacbes neuroimunoendocrinas que
ocorrem no animal endotoxico. O LPS induz o aumento da liberacdo de citocinas pro-
inflamatdérias bem como aumenta o0s niveis plasmaticos de corticosterona, fatores
capazes de levar ao quadro doentio, por intermédio da modulagdo do sistema limbico
(BEISHUIZEN; THIJS, 2003; ROCHE et. al., 2006; TURRIN et. al., 2001).

Além de analises realizadas na segunda hora apés tratamento com LPS, neste
trabalho também foi investigado o comportamento doentio dos animais na sexta e
vigesima quarta hora ap6s a administracéo do agente endotdxico. Na sexta hora apenas a
dose de 1000ug/Kg foi capaz de influenciar a locomogéo na periferia no teste de campo
aberto em relacdo ao controle. Entretanto, somente este parametro ndo permite escolher
esta dose para pesquisar a influéncia do antagonista do receptor de grelina no
comportamento doentio.

O perfil comportamental dos animais tratados com as trés diferentes doses de
LPS em relacdo aos outros testes comportamentais ndo diferiu do perfil dos animais
controle na sexta e vigésima quarta hora. As analises nestes tempos ndo mostram mais
diferencas comportamentais entre os animais endotoxicos e os sadios, vao de encontro a
dados ja publicados. Pesquisas recentes evidenciaram o aparecimento de alteracdo no
teste de suspensdo pela cauda em camundongos decorridas 24h da administracao de LPS
(JANGRA et al., 2014; MELLO et al., 2013; OHGI et al., 2013), porém 0 mesmo parece
ndo acontecer no modelo experimental utilizado neste trabalho, isso porque,
principalmente na 24% hora nossos animais ja ndo apresentam mais as alteracdes
classicas da endotoxemia, pelo menos no que tange as alteraces comportamentais.
Thomas et al. (2014) afirma que a letargia produzida por altas doses de LPS aparece
antes de 24h da administracdo, em sintonia com ele esta Wang et al. que publicou em
2011 um artigo no qual ha relato de que ratos tratados com LPS ndo exibem diferencas
na ingestdo de sacarose e nem na locomog&o no campo apds 24h, o que nos faz concluir
que essa resposta tardia ao LPS largamente mencionada na literatura estda em
dependéncia do modelo animal.

Os resultados obtidos neste estudo complementam e dao uma visdo temporal da
resposta comportamental ao LPS. Com base neles pode-se afirmar que o apice da
resposta se da as 2h, igualmente descrito por NOLDNER e SCHOTZ (2007), e com o
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passar do tempo essas respostas se atenuam sendo que as 6h quase todas elas se tornam
imperceptiveis, por fim, as 24h os animais tratados ndo se diferem em nenhum dos
parametros analisados em relagéo ao grupo controle.

O aparecimento da febre iniciou duas horas apds a administragdo da endotoxina,
assim como esperado, uma vez que dados de monitoramento biotelemétrico da
temperatura antecedido por injecdo intraperitoneal de LPS leva a um estado febril
duradouro depois de 2h do tratamento (NAVARRO et al., 2007). O monitoramento
revelou ainda que a resposta térmica ao LPS é bifésica, existe uma hipotermia inicial
que é seguida de febre, o que também foi observado por Yirmiya et al. (2001). Essa
resposta febril tem como causa a liberacdo de citocinas por células inflamatérias na
periferia, devido a uma ativagdo promovida pelo LPS, via receptores Toll like 4
presentes nestas células. Estes mediadores da inflamacgdo, em Gltima instancia, levam a
um aumento na producdo de PGE> no sistema nervoso central, sendo esta, o0 mediador
final da febre ao atuar na POA. A producédo central de PGE, pode ser estimulada pela
entrada de citocinas periféricas através de 6rgdo circunventriculares, ou estas podem
ainda, estimular células perivasculares a produzir citocinas e PGE> centralmente.

Portanto, diante do exposto 0s experimentos utilizando o antagonista dos
receptores de grelina foram conduzidos duas horas apds administracao de 200ug/Kg de
LPS.

52 INFLUENCIA DOS RECEPTORES GHSR-la NAS RESPOSTAS
COMPORTAMENTAIS E TERMICAS FRENTE A ENDOTOXEMIA POR LPS

Os resultados encontrados com o uso do antagonista demonstraram que ele foi
capaz atenuar o comportamento doentio induzido pelo LPS. Deste modo, pbde ser
observado uma melhora no desempenho dos animais nos testes de campo aberto,
preferéncia a sacarose, interacdo social. Entretanto ndo houve influéncia do antagonista
dos receptores de grelina sobre o desenvolvimento da febre induzida pelo LPS.

Uma gama de estudos demonstra o papel da grelina na regulacao da inflamacéo e
expressdo de citocinas inflamatdérias em humanos e também roedores, tanto in vivo
guanto in vitro (BAATAR et al., 2011). Esse papel imunossupressor nos faz pensar que

haja um envolvimento da grelina no comportamento doentio que surge apos ativagao do
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sistema imune. E nesse contexto que surge nossa idéia de pesquisar a participagdo dos
receptores de grelina sobre o comportamento doentio desencadeado pela administracao
periférica de LPS. Os resultados citados e discutidos a seguir demonstram um claro
envolvimento dos receptores GHS-R1a nas respostas comportamentais, mas n&o
térmicas, derivadas da endotoxemia por LPS.

No aparato de campo aberto, ao analisar o efeito da administracdo central do
antagonista dos receptores de grelina, previamente a admiragdo intraperitoneal de LPS,
constata-se que houve uma reversdo do comportamento doentio. Hansson et al. (2011) ja
havia demonstrado que a infusdo central de grelina faz com que ratos diminuam 0s
cruzamentos centrais no teste de campo aberto. Em 2009, Carvajal et al. também
demonstraram que a infusdo intracerebroventricular de grelina gerava um
comportamento tipo-ansioso quando os animais eram submetidos a este teste. Artigos
publicados por Carlini et al. em 2002 e 2008 apresentaram resultados semelhantes aos
que obtivemos. Ratos tratados com grelina i.c.v. apresentaram menor numero de
entradas e menor tempo de permanéncia nos bracos abertos, quando submetidos ao teste
de labirinto em cruz elevado.

Os resultados encontrados em relacdo ao teste de preferéncia sacarose mostraram
que o LPS foi capaz de reduzir a preferéncia a sacarose e esta reducéo foi revertida pelo
uso do antagonista dos receptores GHSR-1a. Larson em 2006 administrou em ratos LPS
e IL-1P e observou uma reduc¢do no consumo de sacarose. A influéncia da grelina sobre
o teste de preferéncia a sacarose ainda nao foi descrita na literatura.

Ha quase 37 anos atras foi criado por File e Hyde o primeiro teste para analise de
parametros preditivos ansiedade com bases etoldgicas que avaliava a motivacdo do
animal para interagir com outro de sua espécie, a ele deu-se o nome de teste de interacéo
social. Décadas ap0s sua criacdo o teste se mostra eficaz no que tange a avaliacdo de
comportamento semelhante a ansiedade em modelos murinos (FILE; SETH et al.,
2003). Os resultados aqui descritos em relacdo ao teste revelam que um prejuizo na
sinalizacdo central da grelina melhora o desempenho dos animais no teste, de modo que
os endotoxicospré-tratados como antagonista de grelina exibem maior tempo de
interagcdo quando comprado com seu respectivo controle.

O tratamento com LPS reduziu significantemente a ingestdo de ragdo. Esta
resposta € esperada pois, a anorexia € uma das principais alteracdes observadas durante
a resposta imune ao LPS. Uma das vias responsaveis por essa alteracdo é mediada por

PGE: que age sobre neur6nios serotoninérgicos no nucleo da rafe, os quais sdo capazes
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de ativar neurdnios no ndcleo arqueado (ARQ) liberadores do horménio estimulante de
melandcito que reduz a ingestdo alimentar (ASARIAN; LANGHANS, 2010). Ao avaliar
o efeito do antagonista sobre esse comportamento um resultado um tanto quanto
peculiar foi encontrado: os animais endotoxicos que receberam infusdo de [DLys®]-
GHRP-6 aumentaram a ingestdo de racdo, 0 que pode parecer controverso diante do
classico efeito orexigeno da grelina. Hipotetiza-se que esta resposta, aparentemente
contraditoria, se deve a dose utilizada (Lnmol) que é considerada baixa para induzir uma
resposta anorexigena. Asakawa et al. (2003) demonstrou que doses de 2 e 20nmol séo
incapazes de alterar a ingestdo alimentar na segunda hora posterior ao tratamento, porém
a hipofagia torna-se visivel quando administrados 200nmol. Os resultados deste trabalho
estdo de acordo com estes achados, uma vez que 0S animais pré-tratado com o
antagonista dos receptores de grelina e tratados com salina tiveram padréo de ingestdo
semelhante ao do grupo pré-tratado com veiculo e tratado com salina. Contudo, o pré-
tratamento mostrou ser capaz de atenuar o comportamento hipofagico induzido pelo
LPS.

Ao verificar as concentragdes de corticosterona plasmatica constatamos que o
LPS foi capaz de provocar um aumento nos niveis circulantes deste horménio. O pré-
tratamento com [D-Lys®]-GHRP-6 mostrou ser capaz de reduzir os niveis de
corticosterona tanto nos animais endotoxicos quanto nos animais controle. Os niveis
plasmaticos de corticosterona tém sido correlacionados com aparecimento de
comportamentos preditivos de um estado depressivo. Pesquisas em humanos sugerem a
hipbtese de que altos niveis de cortisol, andlogo da corticosterona murina, estejam
associados a uma maior incidéncia de depressdo (VAMMEN et al., 2014). Refor¢ando
esta hip6tese de associacdo Brown et al. (2004) em seu artigo de revisdo relata altos
indices de depressdo em pacientes com sindrome de Cushing, doenca caracterizada pela
presenca de altos niveis de cortisol no sangue. Em ratos, o tratamento com mifepristona,
potente inibidor da sintese de glicocorticoides, reduz comportamento tipo depressivo
(WILSIN; HERMAN; SOLOMON, 2010). Ainda em animais, estudos demonstram que
o0 desafio imunoldgico por LPS é um potente indutor da liberacdo de corticosterona pela
adrenal, e que o tratamento com antidepressivo, como imipramina e fluoxetina, sdo
capazes de reduzir esta liberacdo (YIRMIYA et al., 2001).

A grelina, assim como o LPS, parece ter efeito sobre o eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal. Em seu trabalho Stevanovic et al. (2007) observou que a inje¢édo central de

grelina acarretou aumento no peso da hipofise, e influenciou diretamente o0s
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corticotrofos, fazendo com que neurdnios produtores de ACTH aumentassem o volume
celular e nuclear duas horas ap6s a administracdo. Foram encontrados também nestes
animais niveis de ACTH e corticosterona plasmatica aumentados devido o tratamento
com grelina. Takaya et al. (2000) ao administrar, em homens adultos, grelina por via
intravenosa detectou o aumento no cortisol e ACTH sanguineo, evidenciando que a
resposta em roedores € semelhante a observado em seres humanos. Deste modo parecem
coerentes os resultados encontrados neste trabalho, niveis séricos de corticosterona
reduzidos nos animais tratados i.c.v com o antagonista de grelina. S&o varios os estudos
existentes que avaliam o papel da grelina na liberacéo de corticosteroides, eles mostram
que a maioria dos mamiferos e até peixes parecem seguir o0 mesmo padrdo de humanos e
ratos, com excecao de cdes e ovelhas nos quais a grelina mostra-se incapaz de alterar o
funcionamento da adrenal (KAIYA et al.2013). Cabral et al. (2012) ao administrar
grelina perifericamente, i.c.v. e no PVN, revelou haver um aumento de células positivas
para c-Fos no ARQ, VMN e PVN, sendo que estes neurbnios ativados no PVN séo
positivos para CRH. Foi encontrada também, elevada expressdo de RNA mensageiro
para CRH no PVN ap6s o tratamento com grelina. O autor demonstrou ainda, que a
grelina ndo € capaz de agir diretamente nos neurénios CRH do PVN, uma vez que eles
ndo expressam os receptores GHSR-1a, de modo que a grelina parece ativar o eixo HPA
através de conexdes existentes entre 0 PVN, ARQ e VMN.

Essa menor ativacdo adrenocortical induzida pelo antagonista dos receptores
GHS-R1a, parece ser a chave para explicar as respostas comportamentais obtidas em
nosso estudo. O LPS tem sua capacidade de promover a liberagdo de corticosterona
comprometida pelo antagonista, e esse comprometimento pode ter sido o responsavel
por reduzir o aparecimento do comportamento doentio nos animais endotdxicos. Deste
modo pode-se sugerir que a grelina tem papel crucial na ativacdo do eixo HPA,
producdo de corticosterona e génese do comportamento doentio decorrente do desafio
imunoldgico por LPS.

Pouco tempo ap6s a descoberta da grelina, Asakawa et al. (2001) estudou o
efeito, do recém descoberto hormdnio, sobre comportamentos relacionados a ansiedade
e constatou que tanto a injecdo i.c.v. quanto a i.p. fazia com que os animais diminuissem
as entradas e o tempo de permanéncia no bracos aberto do labirinto em cruz elevado.
Por meio de um experimento adicional o pesquisador descobriu que o efeito ansiogénico
da grelina era mediado por ativacéo do eixo HPA, tendo em vista que o antagonista dos

receptores de CRH aboliu esse efeito ansiogénico. De forma complementar a utilizagdo
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da técnica de DNA antisense para impedir a expressdo génica de grelina centralmente
mostrou-se capaz de reduzir comportamentos preditivos de ansiedade e depressdo em
ratos. Os animais que receberam infusdo i.c.v. de DNA antisense para grelina
diminuiram o tempo de imobilidade no teste de nado forcado, aumentaram o nimero de
entradas e o0 tempo de permanéncia no claro no teste de claro-escuro e reduziram 0s
eventos de freezing no teste de medo condicionado (KANEHISA et al, 2006).

Os testes comportamentais usados no presente estudo séo classicos na avaliagcdo
do comportamento tipo ansioso e tipo depressivo, 0 que é coerente uma vez que 0S
denominados sickness behavior e depressive like-behavior apresentam inumeros
componentes em comum. Para MOREAU (2008) o comportamento doentio apresenta
varios sintomas que se sobrepfem aos caracteristicos da depressdo, incluindo
diminuigdo da atividade motora, anedonia, anorexia e ativagdo o eixo HPA. Os
resultados que encontramos, em todos os testes conduzidos, nos permitem concluir que
as alteracbes comportamentais acarretadas pelo LPS sdo atenuadas e/ou revertidos pelo
pré-tratamento agudo com [D-Lys®]-GHRP-6, o que, provavelmente, se deve ao seu
efeito inibitdrio sobre a liberacdo de corticosterona.

Ao analisar os resultados encontrados neste estudo ndo se pode deixar de
ponderar a respeito do papel da citocinas no comportamento doentio e a relacdo delas
com a grelina. Ndo ha davidas de que o tratamento com LPS provoca ativacdo de
células imunes que fazem aumentar os niveis circulantes de citocinas pré-inflamatoria,
vistas como pecas-chave no desenvolvimento do referido comportamento
(SZENTIRMAI; KRUEGER, 2014). Diante da informacdo de que a grelina exerce
efeito imunomodulador por meio da reducdo da liberacdo de citocinas por células
inflamatorias (WESEEM et al., 2008) pode surgir um questionamento: o animal tratado
com antagonista ndo deveria exibir piora no comportamento doentio devido a um
aumento na producao de citocinas?

Acredita-se veementemente que a resposta seja sim, caso seja administrado
perifericamente. Ao infundir [DLys*]-GHRP-6 centralmente cre-se que ele ndo foi
capaz de alterar a resposta imune periférica ao LPS. Deste modo provavelmente ocorreu
um aumento nos niveis séricos de citocinas que induziu o aparecimento do
comportamento doentio, porém de forma ténue devido a uma hiporresponsividade do
eixo HHA acarretado pelo antagonista dos receptores de grelina.

O monitoramento biotelemétrico da temperatura corporal mostrou que o

antagonismo dos receptores GHS-R1a foi incapaz de influenciar a resposta febril

63



decorrente do desafio com LPS. Este resultado também pode parecer controverso aos
dados da literatura como os de Soriano (2011) que reportam a atenuacdo da febre
endotoxica induzida pelo LPS em animais pré-tratados com grelina por via
intraperitoneal. Todavia, o presente resultado é bastante coerente se levarmos em
consideracdo que neste trabalho utilizou-se a via intracerebroventricular para a
administracdo do antagonista. Como ja citado anteriormente, levanta-se a hipotese de
que o tratamento com [DLys*]-GHRP-6 ndo é capaz de alterar a producéo periférica de
citocinas estimulada pelo LPS.

Ja é bem descrito na literatura que a febre surgida em virtude da endotoxemia se
deve principalmente a producdo de citocinas na periferia e a sinalizacdo exercida por
elas que leva a producdo de PGE> no sistema nervoso central e alteracdo no setpoint
termorregulatério. O fato de que o modelo experimental empregado neste trabalho,
provavelmente, ndo acarrete alteragdes na producdo de citocinas na periferia é entdo
esperado gque ndo haja qualquer impedimento para o desenvolvimento da febre. Sendo
assim, é possivel sugerir a existéncia uma modulacdo central sobre o comportamento
doentio e ativacdo do eixo HPA, mas ndo sobre a termorregulacdo durante a

endotoxemia
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65
6 CONCLUSAO

O primeiro conjunto de experimentos do presente trabalho nos permite ter uma
visdo temporal do efeito LPS sobre o comportamento animal e concluir que o efeito
méaximo da toxina, no tangente a inducdo do comportamento doentio, se da na 2h pds-
tratamento. Decorridas 6h e 24h os animais ndo exibem mais comportamento tipicos de
estados doentios. Adicionalmente chegamos a conclusdo de que o aparecimento do
comportamento doentio, na segunda hora, pode ser percebido mesmo lancando mao de
doses relativamente baixa como é o caso da 200ug/Kg e que o aumento da dose ndo
acarreta aumento proporcional do comportamento doentio o que p6de ser percebido nas
analises conduzidas empregando as doses de com 500ug/Kg e 1000ug/Kg.

O segundo grupo de experimentos nos permite concluir que administragcdo aguda
e central do antagonista dos receptores de grelina é capaz de atenuar 0 comportamento
doentio derivado da endotoxemia, sugerindo que a grelina é um dos agentes
moduladores enddgenos do comportamento doentio e eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,

porém ndo modula as respostas termorregulatérias diante da endotoxemia.
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