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RESUMO

Comportamento doentio (sickness behavior) é a expressédo usada para definir o
conjunto das alteragbes comportamentais que sdo desencadeadas durante um
processo infeccioso. Além disso, estas alteragfes sdo consideradas como
respostas adaptativas do animal com a finalidade de combater a infeccao,
propiciando desta forma, um ambiente apropriado ao estabelecimento de uma
resposta imune eficaz e desfavoravel ao patégeno. Diversos estudos tem
abordado os efeitos pleiotropicos da sinvastatina, isto €, efeitos que estdo além
de sua funcdo hipocolesterolémica. Dentre estes efeitos, podemos citar sua
acao antioxidante, anti-inflamatoria, imunomoduladora e antitrombogénica.
Partindo dessas assertivas, o intuito deste trabalho foi investigar a influéncia da
sinvastatina sobre o comportamento doentio. Inicialmente, testamos as doses
de 100, 200 e 500 ug/Kg de lipopolissacarideo (LPS), 2, 6 e 24 horas apés a
aplicacéo. Feito isso, os camundongos Swiss foram pré-tratados durante sete
dias com veiculo ou Sinvastatina 10 mg/Kg ou Sinvastatina 40 mg/Kg através
de gavagem (p.o.) e no oitavo dia, receberam a dose de 200 ug/kg de LPS ou
solucéo salina (i.p.) e as respostas comportamentais foram avaliadas apos 2
horas. Nos camundongos pré-tratados com a sinvastatina 10 mg/Kg, ndo
observamos diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo+LPS em
nenhum dos aparatos e parametros analisados. Contudo, nos animais pré-
tratados com a sinvastatina 40 mg/Kg observou-se reducdo do tempo de
laténcia e aumento no numero de cruzamentos e do tempo de permanéncia no
lado claro no Teste Claro-Escuro, diminuicdo do numero de floatings no Nado
Forcado e do tempo de imobilidade no Teste de Suspenséo pela Cauda e
aumento do namero de cruzamentos centrais, periféricos e totais e de rearings
no Teste de Campo Aberto. Quanto aos niveis séricos das citocinas dosadas,
notamos que o pré-tratamento com a sinvastatina nas doses de 10 e 40 mg/Kg,
nao foi capaz de atenuar o aumento de TNF-a induzido pelo LPS, todavia, as
concentragdes plasmaticas de IL-1[3, apresentaram-se aumentadas com o pré-
tratamento com a sinvastatina 10 mg/Kg e reduzidas quando os animais foram
pré-tratados com a sinvastatina 40 mg/Kg. Na telemetria, pudemos notar uma

hipotermia branda seguida de febre em animais que receberam veiculo+LPS e



sinvastatina 10+LPS. J4 em animais que receberam sinvastatina 40+LPS,
observamos a hipotermia, porém ndo seguida de quadro febril. Estes
resultados demonstram que o pré-tratamento com a sinvastatina 40 mg/Kg
(durante 7 dias), antes de aplicacdo i.p. de LPS, €& capaz de modificar as
respostas comportamentais ao desafio imunoldgico, sugerindo que este
farmaco influencia a manifestacdo do comportamento doentio durante a

endotoxemia.

Palavras-chave: Comportamento doentio. Sinvastatina. Endotoxemia.



ABSTRACT

Sickness behavior is the term used to define the set of behavioral changes that
are triggered during an infectious process. Furthermore, these changes are
considered the animal's adaptive responses in order to fight the infection,
providing thereby an environment suitable for the establishment of an effective
and unfavorable immune response to the pathogen. Several studies have
addressed the pleiotropic effects of simvastatin, ie, effects that are beyond their
hypocholesterolemic function. Among these effects, we can mention its
antioxidant, anti-inflammatory, immunomodulatory and anti-thrombogenic
action. Based on these assertions, the aim of this study was to investigate the
influence of simvastatin on the sickness behavior. Initially, we tested doses of
100, 200 and 500 ug / kg of lipopolysaccharide (LPS), 2, 6 and 24 hours after
application. Then, the Swiss mice were pre-treated for seven days with vehicle
or Simvastatin 10 mg/kg or Simvastatin 40 mg/kg via gavage (p.o.) and on the
eighth day, they received a dose of 200 pg/kg LPS or solution saline (i.p.) and
behavioral responses were evaluated after 2 hours. In mice pretreated with
simvastatin 10 mg/kg, no significant difference from the vehicle+LPS group in
any of the apparatuses and analyzed parameters. However, in animals
pretreated with simvastatin 40mg/kg there was a reduction of latency and
increase in the number of crossings and the time spent in the light side in
Bright-Dark Test, decreased floatings number in Forced Swimming and the
immobility time in Tail Suspense Test and increased number of central,
peripheral and total crossings and rearings in Open Field Test. The serum
levels of the measured cytokines, we note that pre-treatment with simvastatin at
doses of 10 and 40 mg/kg, was not able to attenuate the increase in TNF-a
induced by LPS, however, the plasma concentrations of IL- 18 showed
increased up to the pre-treatment with simvastatin 10 mg/kg and reduced when
animals were pre-treated with simvastatin 40 mg/kg. In telemetry, we noticed a
mild fever followed by hypothermia in animals that received LPS+vehicle and
simvastatin 10+ LPS. Already in animals that received simvastatin 40+LPS,

hypothermia observed but is not followed by fever. These results demonstrate



that pre-treatment with simvastatin 40mg/kg (for 7 days) before application i.p.
LPS is able to modify the behavioral responses to immune challenge,

suggesting that this drug influences the manifestation of sickness behavior
during endotoxemy.

Keywords: Sickness behavior. Simvastatin. Endotoxemy.
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1 INTRODUCAO

Estudos de Burrell nos mostram que injecbes periféricas de
Lipopolissacarideo (LPS- componente da parede celular de bactérias gram-
negativas), mimetizam varias das respostas de fase aguda observadas nas
infeccbes sem causar infeccdo do hospedeiro. Sendo assim o LPS é
reconhecido pelo sistema imune como um patdégeno e é capaz de produzir a
inflamac&o (BURRELL, 1994).

A ativagao do sistema imune em resposta a esta infeccdo mimetizada,
produz alteracdes neuroendocrinas como: alteracdes da secrecdo hormonal,
supressdo do apetite (anorexia), febre, anedonia, e comportamentais:
sonoléncia, reducdo da atividade motora, reducao da atividade exploratéria e o
estado depressivo. O conjunto destas alteragbes, que levam o animal a um
quadro tipico, que chamamos de comportamento doentio (sickness behavior)
(DANTZER et al., 2001).

Ramachandra et al., (1992) descreve que em resposta a um estimulo
infeccioso (administragdo de endotoxinas), o sistema imune desencadeia a
producdo de uma variedade de citocinas pro-inflamatoérias, como interleucina-1
(IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a) e conforme
elucidado por Turnbull e Rivier (1999), durante o desenvolvimento deste
processo inflamatério/infeccioso, a producdo das citocinas, apresenta-se
extremamente elevada.

Atualmente, as estatinas (proveniente da cultura de fungos) tém sido
amplamente estudadas, pois possuem como propriedade comum, a inibicdo da
sintese do colesterol endocelular (GIANNINI et al., 1999). O colesterol €&
incorporado ao organismo através da alimentagdo ou sintetizado a partir da
acetil-CoA e tem como precursor 0 mevalonato. As estatinas competem com a
enzima HMG-CoA redutase, impedindo que o HMG-CoA se transforme em
acido mevalbnico, que normalmente €& transformado em colesterol apés
sucessivas reacoes (GIUSTI-PAIVA et al., 2004).

Os cinco agentes hipolipémicos mais importantes, clinicamente, dentro
desse grupo sao: a atorvastatina, a fluvastatina, a lovastatina, a pravastatina e
a sinvastatina (CARVALHO; CAMPO, 2007).
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O farmaco sinvastatina, alvo de nosso estudo, além de sua funcdo na via
biossintética do colesterol, possui acdo anti-inflamatoria. Ela é capaz de
modificar as interacdes entre o endotélio e os leucdcitos, alterando as
respostas dessas células e também modula a sinalizacdo das células
inflamatorias, repercutindo na reducao da liberacao de citocinas e de proteinas
da fase aguda da inflamacao (GIANNINI et al., 1999).

Diante dessas assertivas a respeito da acdo anti-inflamatéria das
estatinas e sabendo que injecBes periféricas de LPS mimetizam uma infeccéo
gerando um processo inflamatorio, este estudo permitiu investigar o efeito do
pré-tratamento com a sinvastatina sobre o comportamento doentio induzido por

endotoxemia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir, sera explicitado o que a literatura relata sobre o assunto em
questdo. A revisdo bibliografica foi dividida em: Comportamento doentio;

Estatinas; Sinvastatina.

2.1 COMPORTAMENTO DOENTIO

Lipopolissacarideo € um componente da parede celular de bactérias
gram-negativas, o qual é reconhecido por células imunes. Estruturalmente é
constituido por uma unidade glicidica associada ao lipidio A (centro
biologicamente ativo da molécula). Como esta toxina é apolar, seu transporte
na corrente sanguinea ocorre por lipoproteinas de alta densidade (HDL),
ocorrendo desta forma a formacédo do complexo HDL-LPS, o qual desempenha
papel importante na modulagcdo da resposta imunolégica (FREUDENBERG et
al., 2001).

Injecbes periféricas desta toxina sdo capazes de mimetizar uma
infeccdo, gerando um processo inflamatério (BURRELL, 1994). Ao ser
reconhecido por células do sistema imune, o LPS estimula a liberacdo de
citocinas como: interleucina 1B (IL-1B), fator de necrose tumoral a (TNF- a) e
interleucina 6 (IL-6); mediadores pré-inflamatérios como: prostaglandinas (PG),
histamina e serotonina (KELMER, 2009); Oxido nitrico sintetase induzivel
(INOS) e cicloxigenase 2 (COX 2) (NISHIO et al.,, 2013). A producao das
citocinas apresenta-se extremamente elevada durante o desenvolvimento de
um processo inflamatério ou infeccioso (TURNBULL; RIVIER, 1999).

A liberacdo destes mediadores, leva informagdes ao cérebro,
alcancando direta ou indiretamente neurdnios e células de apoio (micréglia e
astrocitos) e promove alteragdes no sistema nervoso autbnomo e endocrino, de
forma a regular a resposta do individuo a infeccdo (MARTIN et al., 2013).

Com a ativacdo do sistema Iimune, algumas respostas s&o

desencadeadas como: ativacdo do sistema complemento e do eixo HHA
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resultando em aumento da producdo de glicocorticoides, leucocitose,
alteracdes metabolicas, aumento da producdo de proteinas de fase aguda
(haptoglobina, proteina C-reativa, ceruloplasmina e outras), reducdo da
concentracdo plasmatica de ferro e zinco e aumento da concentracéo de cobre,
anorexia e febre (BLATTEIS, 2006; TURNBULL; RIVIER, 1999).

Estas respostas estimuladas com a ativacdo das células do sistema
imune sdo denominadas respostas de fase-aguda (KUSHNER,1988), elas sdo
seguidas por inibicdo da secrecdo de alguns horménios em uma fase tardia,
como por exemplo a vasopressina (AVP) (CARNIO et al., 2006; GIUSTI-PAIVA
et al., 2002). Os mecanismos que controlam a secre¢do destes hormonios
ainda nao estdo muito bem esclarecidos, mas € sabido que a producdo de
neuromoduladores inibitérios no hipotalamo € responsavel pela diminuicdo da
secrecdo de hormoénios neurohipofisarios durante a fase inicial e inibicdo da
secrecao destes hormonios numa fase tardia (GIUSTI-PAIVA et al., 2002;
MORETO et al., 2006).

Estudos da década de 90 foram importantes para o melhor entendimento
das alteragbes comportamentais decorrentes da resposta de fase aguda, frente
a patégenos. Johnson et al., (1993) conseguiram demonstrar que a magnitude
das respostas comportamentais dependiam do local de atuacdo do LPS. Ele
constatou que o LPS quando administrado intraperitonealmente (i.p.), em
passaros, era capaz de reduzir a ingestdo de alimentos e as concentracdes
plasméticas de ferro e zinco, mas de aumentar a sonoléncia e a concentracéo
plasmatica de corticosterona. O pesquisador também aplicou a toxina
intracerebroventricularmente  (i.c.v.) e observou que as respostas
desencadeadas eram alteradas quando a administracao era central.

As citocinas sdo moléculas protéicas grandes e hidrofilicas que néo
atravessam a barreira hematoencefélica (BHE). Trabalhos anteriores
elucidaram que a sinalizacdo das citocinas na corrente sanguinea se da por
diferentes mecanismos, pois elas sdo capazes de atingir o sistema nervoso
central (SNC) através de transportadores especificos localizados na barreira
hematoencefalica ou podem passar para o cérebro através dos 0Orgaos
circunventriculares, desencadeando respostas adaptativas. A sinalizacao pode

ser realizada ainda, pelos nervos periféricos (vago, glossofaringeo e
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hipoglosso) ou pela producéo de prostaglandinas na interface entre o cérebro e
a corrente sanguinea (ENGBLOM et al., 2002).

Diferentes estudos demonstraram que ao retirar terminacdes das
aferéncias vagais e administrar citocinas i.p., ocorre prevencdo da febre e
reducdo dos efeitos comportamentais (semelhantes a ansiedade e depressao)
e diminuicdo da hiperalgesia (BLUTHE et al., 1996; OPP; TOTH, 1998;
WATKINS et al.,, 1994). Contudo, outros estudos esclareceram que estas
aferéncias ndo sdo de grande importancia para 0  processo
inflamatorio/infeccioso. A divergéncia destes estudos provavelmente encontra-
se no emprego de diferentes doses de citocinas administradas, bem como uso
de diferentes vias de administracdo (ENGBLOM et al., 2002). Outros trabalhos
trazem ainda que, a liberacdo de citocinas cerebrais pode ocorrer pelas células
gliais ou neuronais, por mecanismo ndo conhecido, que entdo atuariam por
efeito autocrino ou paracrino (LECHAN et al.,1990).

Em resposta as alteracdes a nivel imunolégico e endocrino frente a um
estimulo infeccioso-inflamato6rio, observamos respostas comportamentais e
termorregulatérias no animal, como: mal-estar, diminuicdo da ingestdo de
alimentos, anorexia, diminuicdo do comportamento exploratério e social, perda
do apetite sexual, pilo erecdo e febre (AUBERT, 1999). Ao conjunto destas
manifestacbes comportamentais, caracterizada como um estratégia para
poupar energia, entitula-se comportamento doentio (Sickness behavior)
(AVITSUR; YIRMIYA, 1999; BLATTEIS et al., 2005; DANTZER et al., 1998 a,
1998 b; DANTZER et al., 2001; HORI et al., 2000; KENT et al., 1996; KLUGER,
1991; LEONARD, 2001; ROMANOVSKY, 2004; ROMANOVSKY et al., 2006;
STEINER; BRANCO, 2003). O comportamento doentio € entendido por Hart
(1998), como uma resposta adaptativa do animal com fins de combater a
infeccdo, criando desta forma um ambiente apropriado ao estabelecimento de
uma resposta imune eficaz e desfavoravel ao patégeno.

Sengundo Moltz (1993) as alteragdes comportamentais que surgem na
endotoxemia sdo essenciais para a sobrevivéncia do animal, bem como as
respostas termorregulatérias que levam a febre, tendo em vista a criacdo de
um ambiente desfavoravel ao patdbgeno e o aumento da eficacia da resposta

imune.
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Devido a grande complexidade de intera¢des entre os sistemas imune e
enddcrino, surgem estas respostas comportamentais, na qual diversas
moléculas participam como prostaglandina E2 (PGE-2), cicloxigenase, Oxido
nitrico e principalmente as citocinas (DANTZER, 2009; DE PAIVA et al., 2010).
As citocinas participam da comunicacdo entre 0sS sistemas imune e
neuroendocrino, da atividade do eixo Hipotadlamo-Hipdéfise-Adrenal (HPA) e do
comportamento (DANTZER et al., 1998).

O LPS estimula a liberacdo das citocinas por células do sistema
imunolégico e estas sdo responsaveis por induzir a producdo de
prostaglandinas, em especial a PGE2. Ela ativa neurdnios termossensiveis, na
area pré-optica (POA), gerando um estado febril (BLATTEIS, 2006). Este
estado febril potencializa a imunidade inata e a imunidade adaptativa. Nesta,
ele induz a proliferacdo de linfécitos e aumenta a producdo de anticorpos e
naquela é capaz de aumentar a capacidade fagocitica de neutréfilos (KLUGER,
1986).

Estudos sobre a estimulacdo térmica esclareceram que o resfriamento
da POA desencadeia o aumento da temperatura corporal, por evocar respostas
de retencdo de calor como: vasoconstricdo cutanea, pilo erecdo e alteracdes
comportamentais de conservacao de calor. Apos esse fase, ocorrem respostas
de producdo de calor, como: termogénese provocada por tremores e pelo
aumento da atividade metabdlica do tecido adiposo marrom e termogénese
quimica, decorrente da elevagcédo dos niveis de hormdnios metabdlicos (tiroxina
(T4), catecolaminas e glicocorticoides). Contudo, o aquecimento da POA
promove sudorese, vasodilatacdo cutanea, e respostas comportamentais que
favorecem a perda de calor (BOULANT, 1998).

O estado febril estd sujeito a um sistema de modulacdo enddgeno, ele
conta com mecanismos inibitérios especificos para a acdo das citocinas que
incluem a existéncia de proteinas ligantes circulantes, de receptores sollveis e,
no caso da IL-1, de um antagonista endégeno do seu receptor, o IL-1ra
(LUHESHI; ROTHWELL, 1996).

Existem também criogenos endogenos que limitam as elevacdes na
temperatura corporal, impedindo que valores de temperatura atingidos
comprometam as fungbes vitais do organismo. Entre eles estdo: os

glicocorticéides, a AVP, o hormdnio estimulante a-melanécitos (a-MSH) e a IL-
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10 (KASTING, 1989; LEDEBOER et al., 2002; MARTIN, 1998: NAVA et al.,
1997).
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Figura 1 - Desenvolvimento de febre apés infeccgéo.

Fonte: ARONOFF, D.M.; NEILSON, E.G., 2001 apud SOARES, D.M., 2008.

Nota: ApGs a invasado tecidual por um agente infeccioso, inicia-se uma
resposta inflamatdria que ativa as células endoteliais locais e os
leucdcitos circulantes. Ocorre entdo, o extravasamento de leucécitos
para o tecido inflamado, os quais ativados, liberam citocinas
pirogénicas como TNF-a, IL-1B, IL-6, que depois de atingirem a
circulacdo, estimulam a producédo das PGs, ETs efou do CRF, no
sistema nervoso central. Os mediadores centrais produzidos alteram
a frequéncia de disparo dos neurbnios da POA/HA, resultando na
elevagdo do “set point” termorregulatério. Atinge-se o estado febril
através da efetuacdo de respostas fisiolégicas e comportamentais do

Aronoff e Neilson (2001) demonstraram, conforme ilustrado na Figura 1,
gue a invasdo de um tecido por um agente infeccioso, desencadeia uma
resposta inflamatoéria e esta resposta ativa leucdcitos circulantes e células do
endotélio local. Para ativacdo destes leucécitos € necessario ocorrer seu
extravasamento para o tecido inflamado, e este extravasamento & dependente
de uma interacdo, que € regulada por varias citocinas, quimiocinas e moléculas

de adeséo entre as células do endotélio. A liberagdo de citocinas pirogénicas
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(TNF-qa, IL- 1B, IL-6) ocorre com a ativacdo dos leucdcitos, que ao atingirem a
circulagcdo estimulam a producédo das PGEs, ETs e/ou do CRF, no sistema
nervoso central, € importante salientar que o SNC também pode receber, por
meio de conexdes neuronais, sinais inflamatorios periféricos (como por
exemplo, através do nervo vago).

A partir da producdo de mediadores centrais, ocorre alteragdo da
frequéncia de disparo dos neurdnios da POA e efetuacdo de respostas
fisiolégicas e comportamentais do organismo, com 0 objetivo de aumentar a
producgéo/conservacdo de calor, resultando em estado febril devido elevagéo
do “set point” termorregulatério. A febre é capaz de exacerbar a resposta
inflamatoria sisttmica em resposta a infeccdo, por aumentar a funcao

leucocitaria (ARONOFF; NEILSON, 2001).

2.2 ESTATINAS

As estatinas sédo drogas provenientes da cultura de fungos, empregadas
no tratamento de hipercolesterolemia. Elas tem se destacado por seus efeitos
pleiotrépicos, ou seja, efeitos que vado além do seu papel principal, ser
hipocolesterolémico. Dentre estes efeitos podemos elencar o papel anti-
inflamatério, imunomodulador, antitrombogénico da droga e a melhora da
disfuncéo endotelial (PATHAK et al., 2013).

Os estudos sobre as estatinas inciaram-se no inicio da década de 70 por
Akyra Endo, o qual descreveu a primeira estatina, nomeada de compactina, um
composto isolado do fungo Penicilium citrinum que revelou ser potente em inibir
a sintese de colesterol in vitro e in vivo. Ainda na mesma década, o laboratorio
farmacéutico Merck, isolou uma estrutura do fungo Aspergillus terréus (mais
tarde chamada de lovastatina), que mostrou resultados significativos in vitro
reduzindo os niveis de LDL circulante (ENDO, 2010).

Em setembro de 1987, apds inUmeros testes clinicos que elucidaram a
diminuicdo do colesterol em pacientes com hipercolesterolemia, houve a
aprovacdo da lovastatina pela agéncia regulamentadora de farmacos e

alimentos dos EUA, o FDA (Food and Drug Administration), tornando-se a
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primeira estatina a ser comercializada. Desde entdo, foram introduzidas ao
mercado 6 estatinas, incluindo 2 estruturas semi-sintéticas (sinvastatina e
pravastatina) e 4 estruturas sintéticas (fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina
e pitavastatina).

A respeito de sua absorcdo no organismo, é importante salientar que
maioria das estatinas (com exceg¢do da pravastatina e parcialmente da
rosuvastatina) sofre metabolismo de primeira passagem, fazendo com que a
biodisponibilidade sistémica seja de 5 a 30% da dose administrada (SIRTORI,
2014). As estatinas sdo predominantemente metabolizadas pela familia de
enzimas citocromo P450 e a principal via de eliminacdo € pela bile, apés o
metabolismo hepético (SCHACHTER, 2005).

As estatinas possuem a férmula estrutural semelhante a 3-hidroxi-3-
metilglutaril (HMG) como pode ser observado na Figura 2, apresentando alta
afinidade pela 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase
(SHITARA; SUGIYAMA, 2006).

S-CoA

HMG-CoA
He

lovastatin

fluvastatin i i
cerivastatin pitavastatin

atorvastatin rosuvastatin

Figura 2 - Diversas estatinas e sua homologia com a molécula de 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A.
Fonte: Adaptado de Shitara e Sugiyama (2006).
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A HMG-CoA redutase é uma enzima essencial para a sintese de
mevalonato, o qual € necesséario na sintese do colesterol, como pode ser
observado na Figura 3. Bloqueando esta via de producdo, as estatinas séo
capazes de inibir a sintese de colesterol e de metabdlitos intermediarios
essenciais na prenilacdo de pequenas GTPases (SHITARA; SUGIYAMA,
2006).

As pequenas GTPases sdo proteinas monomeéricas, inativas quando
ligadas a guanosina difosfato (GDP) e ativas quando ligadas a guanosina
trifosfato (GTP) e estdo divididas em cinco superfamilias: Ras (regula a
expressdo génica), Rho (participa da organizacdo do citoesqueleto e da
expressdo g@énica, RAn (regula o transporte nucleocitoplasmatico e a
organizacdo de microtabulos), Rab e Sarl/Arf (importantes no trafico de
vesiculas) (TAKAI et al., 2001; WENNERBERG; DERK, 2004).
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Figura 3 - Via de sintese do colesterol.
Fonte: Adaptado de Shitara e Sugiyama (2006).

Quanto ao mevalonato, além de sua funcdo na via biossintética do
colesterol, produz compostos intermediarios como: isopentenil pirofosfato
(isopentenil-PP), dimetilalil pirofosfato (dimetilalil-PP), geranil pirofosfato
(geranil-PP), farnesil pirofosfato (FPP) e geranilgeranil pirofosfato (GGPP).
Dentre estes compostos intermediarios produzidos, podemos destacar o FPP e
o GGPP, os quais desempenham papéis importantes em varias modificacoes
pés-transducionais de proteinas intracelulares, através da Rho GTPase
(guanosina trifosfato hidrolase). Eles promovem interacdo proteina-proteina,
participam de varias atividades celulares (apoptose, crescimento e
diferenciacao celular, expressao génica, transportes nuclear, proteico e lipidico)
e influenciam vias de sinalizag&o inflamatoria (CASEY; SEABRA, 1996).

Com isso, podemos afirmar que o tratamento com as estatinas previne a
formacdo do mevalonato, pois estas drogas competem com o sitio de ligacéo
da enzima HMG-CoA redutase, impedindo a ligacdo da enzima ao seu sitio,
resultando na reducdo de radicais isoprendides produzidos (FPP e GGPP) e
consequentemente na diminuicdo da prenilacdo de proteinas de membrana
gue regulam a comunicacao celular na resposta inflamatoria (DIOMEDE et al.,
2001; MCFARLANE et al., 2002).

Dentre as estatinas citadas, a sinvastatina foi o alvo de nosso estudo, no
proximo subtitulo abordaremos com mais detalhes suas propriedades

pleiotrépicas.

2.3 SINVASTATINA

A sinvastatina € um hipocolesterolémico da classe das estatinas, cuja
acdo é associada a inibicdo da HMG- CoA redutase, resultando na reducgéo do
colesterol: LDL, VLDL e triglicerideos plasmaticos (BARACAT et al., 2006).
Respondendo ao nivel reduzido de colesterol livre, fatores de transcricdo
aumentam a sintese de receptores de LDL, mas reduzem sua degradacao.

Dessa forma, um numero maior de receptores na superficie dos hepatécitos
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sdo capazes de aumentar a remocédo de LDL do sangue, diminuindo seus
niveis séricos (CAMPO; CARVALHO, 2007).

A sinvastatina € um pré-farmaco, administrado sob a forma de uma
lactona  farmacologicamente inativa, que precisa ser hidrolisada
predominantemente no figado, para tornar-se ativa e agir como um potente
inibidor da HMG CoA redutase. (MALENOVIC et al., 2008). Esta hidrélise para
torna-la farmacologicamente ativa, ocorre pela acdo de enzimas conhecidas
como carboxiesterases inespecificas, presentes em menor concentracdo no
plasma, intestino e no figado. O metabolismo oxidativo da sinvastatina no
figado humano € promovido por enzimas do citocromo P450 (CYP)
principalmente pela CYP 3A (CYP 3A4 e CYP 3A5) (GROZDANIS et al., 2008).

O

H5C
H4C

H,C™

Figura 4 - Formula estrutural da sinvastatina.
Fonte: Adaptado de Shitara e Sugiyama (2006).

Malenovic et al., (2008) demonstraram que as concentracdes
plasmaticas da sinvastatina apds administracdo de doses terapéuticas orais,
sdo muito baixas (em torno de 5%) devido a acdo enzimatica mediada no
figado e intestino pelo citocromo P450. Sabe-se ainda que o pico de
concentracdo tecidual da droga ocorre entre 30 minutos a 2 horas apés
administracdo, concentrando-se preferencialmente no figado (SHITARA;
SUGIYAMA, 2006).

Além de seus efeitos hipocolesterolémicos, a sinvastatina possui efeitos
pleiotrépicos, ou seja, efeitos que estdo além de sua funcéo na via biossintética
do colesterol, estudos apontam para sua acgdo antioxidante, imunomoduladora
e anti-inflamatéria (FARMER, 2000).
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Os efeitos anti-inflamatorios da sinvastatina foram demonstrados em
diversos modelos experimentais e doencas. Zhang et al., (2005) mostraram
que a sinvastatina é capaz de aumentar os niveis de IL-10 e atenuar a
producdo de TNF-a, IL-1B, IL-6 nas regides do miocardio sem infarto e
infartadas, reduzindo a deposi¢cdo de colageno no miocérdio ndo-infartado e
melhorando a fungéo ventricular esquerda. Além disso, Sheng et al., (2009)
constataram que a sinvastatina marcadamente inibe a expressdo de TLR4,
TNF-a e IL-6 no miocéardio apds o infarto do miocardio. Dantas et al., (2010)
descobriram que o pré-tratamento com a sinvastatina atenua inflamacao
induzida pela ciclofosfamida em ratos, através da reducéo significativa nivel
plasmatico de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6, e IL-1P).

Hao et al., (2013) demonstraram que camundongos que receberam
instilagédo intratraqueal de LPS, mas que concomitantemente foram tratados
com células progenitoras endoteliais e sinvastatina apresentaram melhor
recuperacdo de lesdo aguda pulmonar do que o0s animais que receberam
apenas células progenitoras endoteliais.

Araujo-Filho et al., (2010) trataram ratos Wistar diabéticos (induzida por
estreptozotocina) com sepse abdominal com sinvastatina 20 mg/dia via oral, e
observaram a reducédo da mortalidade e dos niveis séricos de TNF-a, IL-13, IL-
6, procalcitocina, leucdcitos e neutrofilos. Ando et al.,, (2000) trataram
camundongos com estatina antes da aplicacdo intraperitoneal de LPS e
constataram que apds duas horas, estes animais expressaram niveis Séricos
reduzidos de TNF-a e IL-1B e aumento na sobrevida dos animais tratados.
Corroborando com estes achados, testes realizados por Najad et al., (2013) em
ratos que foram submetidos a ligacao de artéria corondria descendente anterior
(esquerda) e pré-tratados com sinvastatina por injecao intraperitoneal,
apresentaram reducdo dos niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6 no miocardio,
evidenciando a acao anti-inflamatéria deste farmaco.

Como pdde ser observado, sao diversos os trabalhos que evidenciam a
acado anti-inflamatoria da sinvastatina, através de seu tratamento ou pré-
tratamento em diferentes modelos experimentais. Mas apesar desse vasto
conhecimento, ainda s&o escassos na literatura, dados consistentes a respeito
do efeito do pré-tratamento com a sinvastatina sobre o comportamento doentio

induzido por endotoxemia. Por esse motivo nosso estudo fez-se importante,
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permitindo investigar e avaliar a influéncia que este farmaco exerce sobre o
sickness behavior, a temperatura corporal e a concentracdo plasmatica das
citocinas pro-inflamatorias de camundongos pré-tratados com a sinvastatina.

3 OBJETIVOS

Os obijetivos deste estudo seguem descritos abaixo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do pré-tratamento com sinvastatina sobre o sickness

behavior induzido por endotoxemia em camundongos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito de diversas doses de LPS (100, 200 ou 500 ug/Kg)
assim como elaborar curva temporal (2, 6 ou 24h) em que o animal
apresente as alteracbes comportamentais para o0s testes

b) Avaliar a influéncia do pré-tratamento com sinvastatina (10 e 40
mg/Kg) nas respostas comportamentais a endotoxemia;

C) Auvaliar a influéncia do pré-tratamento com sinvastatina (10 e 40
mg/Kg) na febre induzida por LPS;

d) Avaliar a influéncia do pré-tratamento com sinvastatina (10 e 40

mg/Kg) sobre a concentracdo de citocinas plasmaticas durante a
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4 MATERIAIS E METODOS

Nos topicos a seguir serd explicitada a metodologia e a analise

estatistica utilizada.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos adultos machos da linhagem Swiss
pesando entre 25 e 35¢g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de
Alfenas-MG. Os animais tiveram livie acesso a agua e alimento (racdo
peletizada normoproteica) e foram mantidos a temperatura de 23 + 2° C, em
fotoperiodo definido de 12 horas, com as luzes acesas as 07:00. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais da Universidade Federal de Alfenas, sob o ndmero de protocolo
564/2014.

4.2 SUBSTANCIAS

Lipopolissacarideo proveniente de Escherichia coli (sorotipo 026: B6 —
Sigma Aldrich, USA), aplicado intraperitonealmente (ip.) em dose Unica e
diluido em NaCl 0,9%. Sinvastatina em pd, diluida em Polietilenoglicol e
administrada por gavagem (p.o). Pentabidtico (Fort Dodge Saude Animal
LTDA), Tribromoetanol (TBE-Sigma) e soro fisioldégico 0,9% (Isofarma).

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
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A seguir, serdo descritos os procedimentos experimentais realizados

neste estudo.

4.3.1 Inducéao do sickness behavior por aplicagcao de Ips

Para determinar a dose e o0 horario de aplicagdo de LPS mais
conveniente afim de verificar seus efeitos sobre o comportamento doentio,
foram utilizadas as doses de 100, 200 e 500 pg/Kg de lipopolissacarideo de
Escherichia coli (026: B6 — Sigma Aldrich, USA) e os animais submetidos a
testes comportamentais apos 2, 6 e 24 horas da aplicacdo. A administracdo do
LPS ou do veiculo foi realizada por via intraperitoneal, em dose Unica,

compondo dessa forma 4 grupos experimentais:

Quadro 1 - Dose e horério de aplica¢éo de LPS.

2 horas 6 horas 24 horas

Salina Salina Salina
LPS 100 ng/Kg LPS 100 ug/Kg LPS 100 ug/Kg
LPS 200 ng/Kg LPS 200 ng/Kg LPS 200 ug/Kg
LPS 500 ng/Kg LPS 500 ug/Kg LPS 500 ug/Kg

Fonte: Da autora.

4.3.2 Pré-tratamento com sinvastatina

A sinvastatina apresentada na forma de p6, foi diluida em
polietilenoglicol (DAHAN; HOFFMAN, 2006; HEIMBACH; FLEISHER;
KADDOUMI, 2007; LACERDA; LIONZO, 2011; VANDERBIST; SERENO;
BAUDIER, 2004). Aplicada nas doses de 10 mg/Kg e 40 mg/Kg (BRACHT et
al., 2013; CASTRO, 2009; MACEDO et al., 2015; PAUMELLE et al., 2006;
SILVA et al., 2014.
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Apbs a diluicdo do farmaco foi administrado ao animal: sinvastatina 10
mg/Kg ou sinvastatina 40 mg/Kg ou veiculo, através de gavagem (p.o.), por um
periodo de 7 dias, no periodo da manha (BECK, 2007; MOREIRA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2004). No oitavo dia, foi injetado intraperitonealmente (ip.)
LPS (200 ug/Kg) ou veiculo (tratamento), e apds 2 horas da aplicacao os testes
foram realizados. A dose e horério de LPS utilizados nesta etapa, ja haviam
sido determinadas, conforme descrito anteriormente. Os animais foram

divididos em 6 grupos como descrito na tabela a seguir:

Quadro 2 - Pré-tratamento com sinvastatina ou veiculo e Tratamento com
LPS ou veiculo.

Pré-tratamento (7 dias) Tratamento (8° dia)
Veiculo (p.o.) Salina (ip.)
Veiculo (p.o.) LPS (ip.)

Sinvastatina 10 mg/Kg Salina (ip.)
(p.0.)

Sinvastatina 10 mg/Kg LPS (ip.)
(p-0.)

Sinvastatina 40 mg/Kg Salina (ip.)
(p.0.)

Sinvastatina 40 mg/Kg LPS (ip.)
(p.0.)

Fonte: Da autora.

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

A seguir, serdo descritos os procedimentos experimentais realizados

neste estudo.

4.4.1 Claro-escuro
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No teste claro-escuro podemos avaliar comportamentos semelhantes a
ansiedade no animal. Os camundongos foram colocados em um aparato
(dimensbes de 48x24x24cm) dividido em duas camaras, uma clara e outra
escura, sendo ambas conectadas por uma comunicacao central (8x8cm). O
animal foi introduzido no lado claro e avaliado os seguintes parametros: o
tempo de Laténcia (a entrada do animal com as quatro patas no compartimento
escuro pela primeira vez), 0 nimero de cruzamentos realizados (0 nimero de
vezes que o animal saiu do lado escuro para explorar o lado claro) e o tempo
de permanéncia do animal no lado claro. A avaliagdo do teste foi de 5 minutos
e registrada por filmadora (CRAWLEY, 1981).

Figura 5 - Imagens do Teste Claro-Escuro.
Fonte: Da autora.

4.4.2 Nado forcado
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Este teste € usado para verificar sintomas semelhantes a depresséo em
roedores. Para a realizacdo do teste, utilizou-se um béquer cilindrico de 12 cm
de diametro, contendo agua a temperatura de = 25°C. O volume de agua
permitiu ao animal nadar ou boiar sem encostar as patas ou a cauda no fundo
do recipiente. O animal foi colocado para nadar por um periodo de 6 minutos,
contudo, considerou-se apenas os 4 minutos finais para avaliacao do teste, o
qual foi registrado por meio de filmagem.

Avaliou-se 0s seguintes parametros a cada 5 segundos: floating (nUmero
de vezes que o animal flutua, sem apresentar movimentos); swimming (quando
o0 animal se movimenta e realiza rotacdes no aparato) e climbing (onde se
observa tentativas de escape do aparato, escalando suas paredes)
(PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977).

4.4.3 Suspensao pela cauda

Neste teste podemos analisar o comportamento semelhante a
depresséo no animal. Os camundongos foram suspensos pela cauda, por meio
de fitas adesivas fixadas a 1 cm do final da cauda, e posicionados em um
suporte localizado a 1m do solo. O teste foi registrado através de filmagem por
um periodo de 6 minutos e avaliou-se o tempo de imobilidade do animal
(STERU et al., 1985).

4.4.4 Campo aberto

A avaliacdo do teste de campo aberto permitiu verificar sinais de
ansiedade em roedores. O animal foi colocado no centro de um aparato circular
(30 cm de diametro), cujo piso é dividido em quadrantes, sendo 4 centrais e 8
periféricos. Foi considerado cruzamento periférico, a entrada do animal com as

quatro patas em alguma das oito areas periféricas e cruzamento central,
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guando o animal entrou com as quatro patas em alguma das &reas centrais. O
registro do teste foi realizado através de filmagem durante 5 minutos.
Observou-se 0 numero de cruzamentos centrais, o0 nidmero de cruzamentos
periféricos, rearings e o nimero de cruzamentos totais (centrais + periféricos)
(WILCONSON et al., 2007; TOYAMA, 2012).

Figura 6 - Imagens do Teste de Campo Aberto.
Fonte: Da autora.

4.5 TEMPERATURA CORPORAL
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Figura 7 - Receptor de telemetria (Data

Science) conectado ao
computador.
Fonte: Da autora.
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Figura 8 - Transmissor de temperatura (probe) / Demonstracdo do programa utilizado para
coleta dos dados de temperatura, 0os quais sdo exibidos graficamente no
monitor e armazenados em arquivo digital.

Fonte: Da autora.

Para aferir a temperatura corporal os camundongos foram submetidos a
implantagdo de um transmissor de temperatura no interior da cavidade
peritoneal, através de um procedimento cirlrgico. Este procedimento foi
realizado sob anestesia intraperitoneal com Tribromoetanol (TBE) 250 mg/kg e
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apos a implantacdo do transmissor 0 animal recebeu pentabiotico
intramuscular, 3,75 mg/kg.

Através de uma incisdo abdominal, o transmissor de temperatura (série
4000 E-Mitter; Mini Mitter, Bend, OR) foi inserido na cavidade peritoneal. (O
musculo e a pele foram suturados separadamente com fio de algodao). Com
intuito de evitar a hipotermia pds-cirdrgica, todos os animais foram expostos a
temperatura de 32°C durante a recuperacdo da anestesia (STEINER et al.,
2011).

ApGs a cirurgia, os animais foram mantidos em caixas individuais nas
mesmas condi¢cdes anteriormente citadas. Apos um periodo de sete dias, as
caixas foram colocadas sobre o receptor de telemetria (Data Science)
conectado a um computador. Depois da aplicacdo de veiculo ou LPS, o registro
da temperatura corporal foi feito em intervalos de 10 minutos, durante 8 horas.
Os dados foram colhidos, exibidos graficamente no monitor e armazenados em
arquivo digital.

Calculou-se a temperatura basal através das médias das temperaturas
aferidas nos 30 minutos antes do inicio do experimento. A diferenca entre a
temperatura basal média e a temperatura obtida a cada intervalo nos forneceu
o delta de temperatura. Os dados obtidos foram demonstrados em gréfico
linear e as estatisticas, pela area sob a curva (AUC) que corresponderam ao

indice térmico para cada intervalo.

4.6 DOSAGEM DE CITOCINAS

Os animais foram anestesiados com TBE (250 mg/kg; 0,1mL/g) e o
sangue coletado pela técnica retro-orbital, foi submetido a centrifugacéo por um
periodo de 15 minutos a 3500 rpm, a fim de obter o plasma para posterior
dosagem das citocinas pro-inflamatorias: fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
e interleucina-1B (IL-1B), usando o kit ELISA (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA),

de acordo com os protocolos recomendados pelo fabricante.



40

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando-se o programa do software
GraphPad versdo 5.0 e expressos como média + erro padrao da média (EPM).
Para a comparagdo dos efeitos das diferentes doses de LPS foi utilizada
analise de variancia ANOVA de uma via, seguida pelo pds-teste de Tukey. Nos
demais experimentos, o pré-tratamento (p.0. com sinvastatina ou veiculo) e o
desafio imunoldgico (tratamento com solugcdo salina ou com LPS) foram
utilizados como fatores para analise de varidncia (ANOVA) de duas vias,
seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia foi baseado em

valores de p inferiores a 0,05 (p<0,05).

5 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo estdo expostos a seqguir.

5.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE LPS SOBRE O COMPORTAMENTO

A seguir, sera explicitado os dados obtidos nos testes comportamentais

em animais submetidos a endotoxemia.

5.1.1 Claro-escuro
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Os animais submetidos ao teste claro-escuro apos 2 horas de aplicacédo
do LPS (Figura 9), apresentaram aumento significativo do tempo de laténcia,
nas doses de 200 e 500 pg/Kg (ambas p<0,05) e no tempo de permanéncia no
lado claro do aparato, para as doses de 200 (p<0,05) e 500 pg/Kg (p<0,001)
quando comparados ao controle, observa-se também uma reducdo no numero
de transi¢cdes do lado claro para o lado escuro (cruzamentos) para todos os
grupos tratados com LPS, em relagdo ao grupo tratado com salina (100 pg/Kg -
p<0,05/ 200 e 500 pg/Kg - p<0,001).
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Figura 9 - Efeitos do LPS sobre o Teste Claro-Escuro, analisado 2 horas apos

aplicacdo de LPS.

Fonte: Da autora.

Nota: Observamos em A, tempo de laténcia do animal (s), em B, o tempo de
permanéncia no lado claro do aparato (s) e em C, o nimero de transi¢des
do lado claro para o lado escuro (cruzamentos) do animal (n=8).
Estatistica: ANOVA — uma via, com poés-teste de Tukey. *p<0,05,
**p<0,01, **p<0,001 comparados ao controle (salina).

Seis horas apds a aplicacdo do LPS (Figura 10), os animais nao
apresentaram diferencga significativa para os parametros: tempo de laténcia e

permanéncia no lado claro, contudo ainda € possivel notar uma redug&o quanto
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ao numero de transicdes para as doses de 200 (p<0,05) e 500 pg/Kg (p<0,001)

comparadas ao controle.
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Figura 10 - Efeitos do LPS sobre o Teste Claro-Escuro, analisado 6 horas apés

aplicacédo de LPS.

Fonte: Da autora.

Nota: Observamos em A, tempo de laténcia do animal (s), em B, o tempo de
permanéncia no lado claro do aparato (s) e em C, o nimero de transi¢des
do lado claro para o lado escuro (cruzamentos) do animal (n=7-8).
Estatistica: ANOVA — uma via, com poés-teste de Tukey. *p<0,05,
***n<0,001 comparados ao controle (salina).

Em 24 horas, ndo notamos diferenca significativa em nenhum dos

parametros analisados (Figura 11). (Anexos-Tabela 1)
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Figura 11 - Efeitos do LPS sobre o Teste Claro-Escuro, analisado 24 horas apés

aplicacédo de LPS.

Fonte: Da autora.

Nota: Observamos em A, tempo de laténcia do animal (s), em B, o tempo de
permanéncia no lado claro do aparato (s) e em C, o niUmero de transi¢cdes
do lado claro para o lado escuro (cruzamentos) do animal (n=7-8).
Estatistica: ANOVA — uma via, com pds-teste de Tukey.

5.1.2 Nado forcado

Os animais submetidos ao teste de nado forcado apds 2 horas da
aplicacdo de LPS (Figura 12), apresentaram reduc¢do no numero de swimmings
em todas as doses testadas (100 pug/Kg - p<0,05 /200 e 500 pug/Kg- p<0,001) e
essa reducdo também é visivel quanto ao numero de climbings, quando
comparamos ao grupo controle (100 pg/Kg - p<0,01 / 200 e 500 pg/Kg-
p<0,001). Quanto a imobilidade (floating), observamos um aumento do numero
de eventos em animais que receberam as doses de 100, 200 e 500 pg/Kg
(p<0,05, p<0,01 e p<0,001 respectivamente) em relacdo ao grupo que recebeu

salina.
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Figura 12 - Efeitos do LPS sobre o Teste Nado Forcado, analisado 2 horas apés
aplicacdo de LPS.
Fonte: Da autora.
Nota: Observamos em A, o himero de swimmings, em B, climbings e em C, o
namero de floatings (n=8). Estatistica: ANOVA — uma via, com pos-teste de
Tukey, *p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001 comparados ao controle (salina).

Decorridas 6 horas da aplicacdo (Figura 13), os animais apresentaram
diminuicdo do numero de swimmings na dose de 500 pg/Kg (p<0,01) e
climbings, para as doses de 200 e 500 pg/Kg (p<0,01 e p<0,001
respectivamente) e aumento do numero de floatings em todas as doses
testadas quando comparadas ao controle (100 e 200 pg/Kg, p<0,05 para
ambas, 500 upg/Kg, p<0,001). No teste realizado apdés 24 horas da
administracdo de LPS (Figura 14), os animais nao exibiram diferenca
significativa em nenhuma das doses e isto pdde ser observado nos trés

parametros analisados. (Anexos-Tabela 4)
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Figura 13 - Efeitos do LPS sobre o Teste Nado Forgado, analisado 6 horas apds

aplicacdo de LPS.
Fonte: Da autora.

Nota: Observamos em A, o nimero de swimmings, em B, climbings e em C, o
namero de floatings (n=6-8). Estatistica: ANOVA — uma via, com pos-
teste de Tukey. **p<0,01, ***p<0,001 comparados ao controle (salina).
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Figura 14 - Efeitos do LPS sobre o Teste Nado For¢cado, analisado 24 horas

apos aplicacéo de LPS.
Fonte: Da autora.

Nota: Observamos em A, o nimero de swimmings, em B, climbings e em C, o
ndmero de floatings (n=7). Estatistica: ANOVA — uma via, com pds-teste

de Tukey.
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5.1.3 Suspenséo pela cauda

Neste teste observamos aumento do tempo de imobilidade apés 2 horas
da aplicacdo de LPS, para doses de 200 (p<0,01) e 500 pg/Kg (p<0,001)
quando comparados ao controle. Depois de 6 horas, € possivel notar um
aumento significativo no tempo de imobilidade com a administracdo da dose de
500 pg/Kg (p<0,01) em relacdo ao grupo tratado com salina, contudo nédo
observamos diferenca significativa para este parametro passadas 24 horas da
aplicacao do LPS (Figura 15). (Anexos-Tabela 3)
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Figura 15 - Efeitos do LPS sobre o Teste de Suspenséo pela Cauda.

Fonte: Da autora.

Nota: Observamos o tempo de imobilidade, em segundos, 2 horas apés aplicacdo de LPS
em A, 6 horas ap6s em B e 24 horas depois em C (n=8). Estatistica: ANOVA — uma
via, com poés-teste de Tukey. **p<0,01, ***p<0,001 comparados ao controle (salina).

5.1.4 Campo aberto
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Observamos na Figura 16, que os animais submetidos ao Teste de
Campo Aberto, ap6s duas horas de aplicagdo do Lipopolissacarideo,
apresentaram reducdo no numero de cruzamentos periféricos para todas as
doses experimentadas (100 pug/Kg — p<0,05 e 200 e 500 pg/Kg - p<0,001)
quando comparadas ao grupo controle. A reducdo significativa também é
notada, quanto ao numero de cruzamentos centrais para as doses de 200 e
500 pg/Kg (p<0,05 e p<0,001 respectivamente) e para 0S cruzamentos totais
em todas as doses testadas (100 pg/Kg — p<0,05 e 200 e 500 pug/Kg - p<0,001)

em relacao ao controle.
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Figura 16 - Efeitos do LPS sobre o Teste de Campo Aberto.

Fonte: Da autora.

Nota: Observamos o numero de cruzamentos periféricos em A, o nimero de
cruzamentos centrais em B e 0 nimero de cruzamentos totais em C, 2
horas apés aplicacdo de LPS (n=8). Estatistica: ANOVA — uma via, com
pés-teste de Tukey. *p<0,05, ***p<0,001 comparados ao controle (salina).

Passadas seis horas da aplicagdao de LPS (Figura 17), os animais
apresentaram diminuicdo significativa no nimero de cruzamentos periféricos,
centrais e totais. Contudo, essa reducao pode ser observada apenas nas doses
de 200 e 500 pg/Kg (p<0,05 e p<0,001 respectivamente) para cruzamentos
periféricos, 500 pg/Kg (p<0,01) em cruzamentos centrais e 200 e 500 ug/Kg
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(p<0,05 e p<0,001 respectivamente) para cruzamentos totais, quando
comparadas ao grupo dos animais tratados com salina.

Apos vinte e quatro horas, conforme pode ser observado na Figura 18, a
reducdo € persistente na dose de 500 pg/Kg (p<0,05) para cruzamentos
periféricos e nas doses de 200 e 500 pg/Kg (p<0,01 em ambas) para 0s

cruzamentos totais em relagéo ao grupo controle.
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Figura 17 - Efeitos do LPS sobre o Teste de Campo Aberto.

Fonte: Da autora.

Nota: Observamos o nimero de cruzamentos periféricos em A, o nimero de
cruzamentos centrais em B e 0 nimero de cruzamentos totais em C, 6
horas ap0s aplicacdo de LPS (n=8). Estatistica: ANOVA — uma via, com
pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparados ao controle
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Figura 18 - Efeitos do LPS sobre o Teste de Campo Aberto.

Fonte: Da autora.

Nota: Observamos o nuimero de cruzamentos periféricos em A, 0 namero de
cruzamentos centrais em B e o nimero de cruzamentos totais em C, 24
horas apds aplicagdo de LPS (n=8). Estatistica: ANOVA — uma via, com
po6s-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,01 comparados ao controle (salina).

Quanto ao namero de rearings, observamos uma reducédo significativa
em animais que receberam LPS nas doses de 200 e 500 pg/Kg (p<0,05 e
p<0,001 respectivamente) apO0s duas horas da aplicacdo, comparados ao
controle. Essa diminuicdo também é notada nas doses de 200 e 500 ug/Kg
(p<0,01 em ambas), seis horas apos a injecao i.p. de LPS e depois de vinte
horas, ndo € observada nenhuma diferenca quanto ao nimero de rearings, em

nenhuma das doses administradas (Figura 19). (Anexos-Tabela 2)



50

a0 A 0B
0 30+ —— 30+
& g; - y .
S * 3 o
@ 20- ] == @ 20- =
: o = :
Z 104 Z 104 E:
o- : = 0- el T
Salina 100 200 500 salina | 100 200 500
: LPS ug/kg ' ' LPS ngikg ’
e
T
@ 30 I -
= 201 o
° e
co I |
Salina 100 200 500
LPS ug/kg

Figura 19 - Efeitos do LPS sobre o Teste de Campo Aberto.

Fonte: Da autora.
Nota: Observamos o nimero de rearings ap6és 2 horas de aplicacdo do LPS

em A, depois de 6 horas, em B e apés 24 horas em C (n=8). Estatistica:
ANOVA - uma via, com pods-teste de Tukey. *p<0,05, ***p<0,01
comparados ao controle (salina).

5.2 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM SINVASTATINA NAS
RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS A ENDOTOXEMIA

A seguir, sera explicitado os dados obtidos nos testes comportamentais

em animais pré-tratados com sinvastatina.

5.2.1 Claro-escuro

Neste teste observamos que os animais pré-tratados com a sinvastatina
na dose de 10 mg/Kg com posterior aplicacdo ip. de LPS (Figura 20),

apresentaram aumento significativo (p<0,001) do tempo de laténcia em relagéo
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ao grupo veiculo + salina (controle). Contudo para os parametros, tempo de
permanéncia no lado claro e numero de transi¢cdes do lado claro para o lado
escuro (cruzamentos), notou-se uma reducédo (p<0,001 para ambas) quando
comparamos ao controle, isto €, o comportamento semelhante a ansiedade
observado com a aplicacdo de LPS foi persistente e o pré-tratamento com a
sinvastatina 10 mg/Kg nao foi capaz de reverter o quadro de sickness behavior.
(Anexos-Tabela 5)

Quando a dose de sinvastatina utilizada passa a ser 40 mg/Kg (Figura
21), é possivel observar uma reversdao do comportamento doentio, com
reducdo do tempo de laténcia (p<0,001) e aumento significativo para o nUmero
de transicdes e tempo de permanéncia no lado claro (p<0,001 em ambas) em

relacdo ao grupo veiculo + LPS. (Anexos-Tabela 6)
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Figura 20 - Efeito do pré-tratamento com a sinvastatina 10 mg/Kg sobre o Teste Claro-

escuro durante endotoxemia.

Fonte: Da autora.

Nota: Em A temos o tempo de laténcia, em B, o tempo de permanéncia no lado claro e
em C, o niumero de transi¢des do lado claro para o lado escuro (cruzamentos) do
animal (n=8). Estatistica: ANOVA - duas vias, com poés-teste de Tukey.
**p<0,01, ***p<0,001 comparados ao controle.
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Figura 21 - Efeito do pré-tratamento com a sinvastatina 40 mg/Kg sobre o Teste
Claro-escuro durante endotoxemia.

Fonte: Da autora.

Nota: Em A, temos o tempo de laténcia, em B, o tempo de permanéncia no lado
claro e em C, o nimero de transi¢6es do lado claro para o lado escuro
(cruzamentos) do animal (n=8). Estatistica: ANOVA — duas vias, com pos-
teste de Tukey. ***p<0,001 comparados ao controle. ###p<0,001 comparados
ao grupo veiculo + LPS.

5.2.2 Nado forgcado

Na figura 22, podemos observar o parametro floating (n°® de vezes que o
animal esta boiando) no teste de nado forcado. Nele notamos que apenas
animais que receberam o pré-tratamento com a sinvastatina 40 mg/Kg, antes
da aplicacdo de LPS, apresentaram redu¢do do numero de floatings (p<0,001)
em relacdo ao grupo veiculo+LPS, ou seja, apenas esta dose do farmaco foi
capaz de atenuar o comportamento semelhante ao depressivo. (Anexos-Tabela
10)
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Figura 22 - Efeito do pré-tratamento com a sinvastatina 10 e 40 mg/Kg sobre o
Teste de Nado Forgado durante endotoxemia.
Fonte: Da autora.

Nota: Observamos em A o namero de floatings em animais pré-tratados com
sinvastatina 10 mg/Kg e em B, pré-tratados com sinvastatina 40 mg/Kg
(n=8). Estatistica: ANOVA — duas vias, com pos-teste de Tukey.
***n<0,001 comparado ao grupo controle. ##p<0,01, ### p<0,001
comparado ao grupo veiculo + LPS.

5.2.3 Suspensao pela cauda

Apé6s duas horas de aplicacdo do LPS, os animais pré-tratados com
sinvastatina 10 mg/Kg submetidos a este teste, apresentarem aumento
(p<0,001) do tempo de imobilidade quando comparados ao grupo dos animais
controle, poréem ocorreu uma reducao significativa (p<0,001) do tempo de

imobilidade, em animais que receberam a sinvastatina por 7 dias na dose de 40
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mg/Kg, em relagcdo ao grupo que recebeu veiculo + LPS (Figura 23). (Anexos-
Tabela 9)
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Figura 23 - Efeito do pré-tratamento com a sinvastatina 10 e 40 mg/Kg sobre o Teste

de Suspenséo pela cauda durante endotoxemia.

Fonte: Da autora.

Nota: Observamos em A o tempo de imobilidade dos animais pré-tratados com
sinvastatina 10 mg/Kg e em B, pré-tratados com sinvastatina 40 mg/Kg (n=8).
Estatistica: ANOVA - duas vias, com poés-teste de Tukey. ***p<0,001
comparado ao grupo controle, ###p<0,001 comparado ao grupo veiculo + LPS.

5.2.4 Campo aberto

Neste teste podemos observar que passadas duas horas da injecéo i.p.
de LPS, os animais pré-tratados com sinvastatina 10 mg/kg por sete dias
(Figura 24), apresentaram reducdo no numero de cruzamentos periféricos

(p<0,001), no numero de cruzamentos centrais (p<0,001), no namero de
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cruzamentos totais (p<0,001) e no nimero de rearings comparado ao grupo
controle e dessa forma, podemos notar que a dose de 10 mg/Kg da droga, nédo
foi capaz de reverter o sickness behavior induzido pelo LPS. Contudo, ao pré-
tratar os animais com a sinvastatina na dose de 40 mg/Kg (Figura 25), nota-se
uma reversao do quadro doentio, com aumento significativo quanto ao nimero
de cruzamentos periféricos (p<0,001), cruzamentos centrais (p<0,001),
cruzamentos totais (p<0,001) e nimero de rearings (p<0,001) em relacdo ao

grupo tratado com veiculo+LPS. (Anexos-Tabela 7 e 9)
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Figura 24 - Efeito do pré-tratamento com a sinvastatina 10 mg/Kg sobre o Teste de Campo
Aberto durante endotoxemia.

Fonte: Da autora.

Nota: Em A temos o nimero de cruzamentos periféricos, em B, 0 nimero de cruzamentos
centrais, em C, o nimero de cruzamentos totais e em D, o nimero de rearings
(n=8). Estatistica: ANOVA — duas vias, com péds-teste de Tukey. ***p<0,001
comparados ao controle.
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Figura 25 - Efeito do pré-tratamento com a sinvastatina 40 mg/Kg sobre o Teste de
Campo Aberto durante endotoxemia.

Fonte: Da autora.

Nota: Em A temos o numero de cruzamentos periféricos, em B, o numero de
cruzamentos centrais, em C, o nimero de cruzamentos totais e em D, 0 nimero
de rearings. Estatistica: ANOVA — duas vias, com pos-teste de Tukey. ***p<0,001
comparados ao controle. ### p<0,001 comparados ao grupo veiculo + LPS.

5.3 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM SINVASTATINA NA FEBRE
INDUZIDA POR LPS

Quanto a temperatura corporal, os animais submetidos a telemetria, que
receberam apenas veiculo+LPS, apresentaram uma hipotermia branda seguida

de febre, uma resposta semelhante a esta, também pdde ser observada em
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camundongos que receberam a sinvastatina 10 mg/Kg e posterior aplicacao de
LPS, ou seja, o pré-tratamento com a sinvastatina nesta dose, néo foi capaz de
reverter a hipotermia e o quadro febril.

Em contrapartida, camundongos pré-tratados com a sinvastatina 40
mg/Kg e submetidos a endotoxemia induzida pelo LPS (Figura 26),
apresentaram um quadro de hipotermia, contudo ele n&o foi seguido de febre.

O indice térmico (area sob a curva) do intervalo entre 30 a 180 minutos
apresentou-se reduzido no grupo sinvastatina40+LPS (p<0,05) quando
comparado ao controle. Contudo, no intervalo entre 330 a 480 minutos, o indice
térmico aumentou no grupo veiculo+LPS em relacdo ao controle (p<0,001) e
diminuiu no grupo sinvastatina40+LPS (p<0,001) quando comparados ao
veiculo+LPS (Figura 27). (Anexos-Tabela 13)
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Figura 26 - Efeitos do pré-tratamento com a sinvastatina 40 mg/Kg sobre a temperatura

corporal (A) e o delta da temperatura (B) durante a endotoxemia (n=11-12).
Fonte: Da autora.
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Figura 27 - indice térmico em animais pré- tratados com sinvastatina 40mg/Kg.

Fonte: Da autora.

Nota: Em A temos o intervalo de 30 a 180 minutos apds a aplicagédo de LPS e em B,
o intervalo de 330 a 480 minutos apds a aplicacdo de LPS (n=11-12).
Estatistica: ANOVA — duas vias, com pos-teste de Tukey. *p<0,05,***p<0,001
comparados ao controle. ### p<0,001 comparado ao grupo veiculo + LPS.

5.4 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM SINVASTATINA SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS PLASMATICAS DURANTE A
ENDOTOXEMIA

Os animais que receberam o pré-tratamento com sinvastatina na dose
10 mg/Kg e posteriormente, aplicacdo de LPS (Figura 28), apresentaram
aumento nos niveis seéricos de IL-18 e TNF-a (p<0,01 e p<0,05
respectivamente) quando comparados ao grupo controle. JA os animais que
receberam pré-tratamento com a sinvastatina de 40 mg/Kg e injecdo i.p. de
LPS (Figura 29), apresentaram niveis séricos de IL-13 semelhantes ao controle
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e aumento nos niveis de TNF-a (p<0,01) em relagdo ao grupo tratado com

veiculo+salina. (Anexos-Tabela 11 e 12)
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Figura 28 - Concentracao plasmatica de IL-18 e TNF-a, em animais pré-tratados com
sinvastatina 10mg/Kg.
Fonte: Da autora.
Nota: Estatistica: ANOVA — duas vias, com pés-teste de Tukey (n=6). *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 comparados ao controle (veiculo+salina).
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Figura 29 - Concentracdo plasmética de IL-18 e TNF-a, em animais pré-tratados com

sinvastatina 40mg/Kg.

Fonte: Da autora.

Nota: Estatistica: ANOVA — duas vias, com poés-teste de Tukey (n=6). *p<0,05, **p<0,01,
***pn<0,001 comparados ao controle (veiculo+salina). ###p<0,001 comparados ao

grupo veiculo + LPS. Fonte: da Autora
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6 DISCUSSAO

O LPS é um potente ativador do sistema imune. Numerosos estudos tem
mostrado que a administragao sistémica de LPS em animais, leva a um estado
comportamental caracterizado por sintomas como: letargia, reducdo da
atividade locomotora e do apetite e aumento de sensibilidade a dor (HART,
1988; KENT et al.,1992). De acordo com estudos de prévios do laboratorio, o
sickness behavior € um estado motivacional no qual o animal esta empenhado
a evitar gasto energético (de PAIVA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013; SILVA;
GIUSTI-PAIVA, 2015). Varios destes sintomas sdo muito semelhantes aos
sintomas clinicamente relevantes na depressdo em seres humanos (DANTZER
et al.,, 2008; KRISHNADAS; CAVANAGH, 2012). Portanto, a administragéo
sistémica de LPS vem sido utilizada como um dos modelos experimentais para
estudar a inflamacdo associada a depressdo em roedores (FRENOIS;
MOREAU; O’'CONNOR, 2007; HENRY; HUANG; WYNNE, 2008; O’'CONNOR;
LAWSON; ANDRE, 2009).

Neste sentido, testes comportamentais como claro-escuro, nado for¢ado,
suspensao pela cauda e campo aberto realizados neste estudo, permitiram
averiguar comportamento doentio (andlogos aos efeitos ansiogénicos e
depressivos) em animais que receberam administracdo sistémica de LPS
(CHAOULOFF; DURAND; MORMEDE, 1997; DE PAIVA et al., 2010; DUNN;
SWIERGIEL, 2005; PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977; SILVA; GIUSTI-
PAIVA, 2015).

Os dados apresentados em nosso estudo com diferentes doses e
horarios de administracdo de LPS, permitiram-nos ter uma visdo temporal da
resposta comportamental a esta endotoxina. A partir deles, foi possivel afirmar
gue o apice da resposta comportamental acontece as 2h, conforme descrito por
NOLDNER e SCHOTZ (2007), sendo que ela se atenua com o passar do
tempo até se tornar imperceptivel, 24h apés a aplicacéo.

Nossos testes mostraram que 0s animais que receberam o LPS na dose
de 200 pg/Kg e foram submetidos aos testes acima citados, duas horas apés a
aplicacéo i.p., reduziram a capacidade exploratoria/locomotora, caracterizando

um quadro de comportamento doentio. Estes dados corroboram com os
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estudos de Bassi et al., (2012), que testaram diferentes doses de LPS (10, 50,
200 e 500 pg/Kg, i.p.) em ratos Wistar, através de testes como: claro-escuro,
campo aberto, labirinto em T elevado e labirinto em cruz elevado e verificaram
que com a aplicacdo i.p. de LPS, na dose de 200 ug/Kg, os animais
apresentaram diminui¢do da atividade locomotora e exploratéria. Silva e Giusti-
Paiva (2015) também utilizaram a dose de 200 pg/Kg de LPS, para avaliar a
endotoxemia em camundongos com hipotireoidismo e constataram que nestes
animais o sickness behavior é atrasado.

Nossos resultados também revelaram que o pré-tratamento por sete dias
com a sinvastatina na dose de 10 mg/Kg nao foi capaz de reverter o
comportamento doentio induzido pelo LPS em nenhum dos aparatos testados,
contudo, quando o pré-tratamento foi realizado com a dose de 40 mg/Kg,
observamos uma reverséo do sickness behavior.

Qing et al., (2009) demonstraram que a administragéo de sinvastatina 1
mg/Kg por 28 dias, através de gavagem, em ratos, ndo alterou de forma
significativa o comportamento do animal nos testes de campo aberto e labirinto
em cruz elevado, todavia, com a administragao da sinvastatina 10 mg/Kg pelo
mesmo periodo, foi possivel observar um aumento da velocidade e da distancia
percorrida pelo animal no campo aberto e no tempo de permanéncia no braco
aberto no labirinto em cruz elevado.

Young-Xu et al.,, (2003) demonstraram que o uso a longo prazo de
estatinas parece estar associado com um menor risco de ansiedade e
depressdo em pacientes de ambulatério clinico de cardiologia. Outro estudo
mostrou, que individuos que fazem uso de estatina, podem ter um risco menor
de desenvolver depresséo do que individuos ndo-usuarios de estatina (YANG;
JICK; JICK, 2003). Além disso, outras pesquisas expuseram que 0 uso de
estatina esta associado com reducao significativa no risco de depressao, em
pessoas que tém uma historia de doenca arterial coronariana (OTTE; ZHAO;
WHOOLEY, 2012; STAFFORD; BERK, 2011).

Renshaw et al., (2009) foram os primeiros a testar o possivel efeito
antidepressivo das estatinas em um modelo comportamental animal. Eles
trataram ratos com lovastatina por 30 dias e demonstraram através do teste de
nado forcado, que este tratamento potencializou o efeito antidepressivo da

dose sub-terapéutica de fluoxetina, com expressiva diminuicdo do tempo gasto
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em estado de imobilidade no teste, observaram também, que o tratamento
apenas com a lovastatina néo foi eficaz, sugerindo que a dose de lovastatina
utilizada (2mg/kg/dia) pode ter sido muito baixa para mostrar os préprios efeitos
comportamentais da lovastatina neste estudo. Em outras pesquisas, observou-
se também a reducdo do tempo de imobilidade neste teste, em ratos tratados
com sinvastatina (CAN et al., 2012; KILIC et al., 2012).

Elbatsh (2015) observou através do teste de nado forcado uma reducéo
do comportamento depressivo, em ratos diabéticos que receberam a
sinvastatina oralmente na dose de 10 mg/Kg, por 14 dias. Ele constatou
também, que esta reducdo observada no teste, parece estar relacionada com
mudancas bioquimicas nos niveis sanguineos de corticosterona e
concentracdo de serotonina no hipocampo.

Shahsavarian et al., (2014) estudaram o efeito semelhante a depresséo
em camundongos tratados com atorvastatina por gavagem, 1 hora antes do
teste e demonstraram que ela atua reduzindo o tempo de imobilidade nestes
animais, através do receptor ativado por proliferacdo de peroxissoma-gama
(peroxissome proliferator-activated-gamma/ PPAR-y) e pela via do éxido nitrico.

Ludka et al., (2013) demonstraram que a administracdo aguda de
atorvastatina via oral em camundongos, € capaz de produzir um efeito,
semelhante ao antidepressivo, no teste de suspensdo pela cauda através da
modulacdo do NMDA e da L-arginina-NO-GMPc, sem afetar a atividade
locomotora dos animais.

Contudo, mesmo com a existéncia destes estudos, na literatura ainda
Sdo escassas pesquisas que abordem conjuntamente a administracdo das
estatinas e testes comportamentais, como nado forcado e suspensdo pela
cauda, frente ao desafio imunologico com LPS. Diante disso, nossos resultados
para o teste de nado forcado, mostraram que o aumento do numero de
floatings observado apds a aplicacdo de LPS foi revertido em animais que
receberam a sinvastatina na dose de 40 mg/kg durante 7 dias, antes da
aplicacao i.p. de LPS e quanto ao teste de suspenséo pela cauda, observamos
reversao significativa do aumento de tempo de imobilidade em camundongos
pré-tratados com a sinvastatina (40 mg/Kg) durante endotoxemia. Este dados

nos permitem sugerir um possivel efeito antidepressivo para esta dose do
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farmaco, ou seja, o pré-tratamento com sinvastatina é capaz de prevenir a
ocorréncia de sickness behavior induzido pelo LPS.

Yirmiya et al., (1995) mostrou que animais sob comportamento doentio,
apresentaram reducdo da atividade locomotora, quando submetidos ao teste
de campo aberto. Crawley (1981) demonstrou que o teste claro-escuro, assim
como o teste de campo aberto, € capaz de avaliar o comportamento
semelhante a ansiedade nos animais (PRUT; BELZUNG, 2003). Swiergiel e
Dunn (2007) sugeriram que a administracdo de LPS ou IL-13 € capaz de
induzir comportamento doentio, caracterizado pela redugdo da atividade
locomotora, ou seja, reducédo na motivacao de explorar o aparato.

Dados de Kilic et al., (2012) expuseram que apOs pré-tratar ratos com
sinvastatina e submeté-los ao teste de labirinto em cruz elevado (teste que
também afere a atividade tipo-ansiolitica) observa-se reducéo do efeito analogo
a ansiedade nos animais.

Estudos de Qing et al., (2009) demonstraram que a administracdo de
sinvastatina 10 mg/Kg por 28 dias, através de gavagem, em ratos, aumentou a
velocidade e a distancia percorrida pelo animal no teste de campo aberto e
também o tempo de permanéncia no braco aberto no labirinto em cruz elevado.
Enquanto que, dados de Vandresen-Filho et al., (2015) mostraram que 0 pré-
tratamento com a sinvastatina, nesta mesma dose, por sete dias, ndo alterou o
comportamento do animal, tal qual foi observado em nossos animais controles.

Todavia, estes trabalhos néo exp6e a influéncia do pré-tratamento com a
sinvastatina frente ao desafio imunolégico com LPS, em animais submetidos a
testes comportamentais como em nosso trabalho.

Em nosso estudo, no teste de campo aberto, os animais que receberam
sinvastatina 40 mg/Kg (p.o.) e posterior aplicacdo de LPS, apresentaram um
retorno no numero de cruzamentos periféricos, centrais e totais e também no
namero de rearings, ou seja, a resposta observada foi similar a dos animais
controles. Ja no teste claro-escuro, observamos que o grupo pré-tratado com
sinvastatina 40 mg/Kg antes da administragédo de LPS, apresentou reversao
das alteracbes comportamentais, entre as quais: reducdo do tempo de
permanéncia do animal no lado claro do aparato, do nimero de cruzamentos e
aumento do tempo de laténcia induzido pela administracdo de LPS. Estes

dados permitem-nos sugerir que o0 pré-tratamento com a sinvastatina (40
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mg/Kg) antes da aplicacédo i.p. de LPS foi capaz de aumentar a atividade
locomotora dos animais e a motivagdo em explorar os aparatos.

Dessa forma, nossos testes comportamentais mostraram que o preé-
tratamento com a sinvastatina na dose de 40 mg/Kg por sete dias, foi capaz de
reverter o quadro de comportamento doentio induzido pela endotoxemia e
considerando que a administracdo de LPS induz um comportamento doentio
(caracterizado por componentes depressivos e ansiogénicos), podemos
sugerir, que a sinvastatina é capaz de reduzir ou abolir o comportamento
doentio em animais submetidos a endotoxemia induzida pelo LPS.

O LPS atua sobre o organismo através de sua ligacdo com o receptor:
Toll-like receptor 4 (TLR4), que é um dos 13 receptores TLRs conhecidos até o
momento em humanos (BELVIN; ANDERSON, 1996). Essa ligacdo ocorre por
meio da proteina ligadora de LPS, conhecida como LBP, a qual é produzida
pelo figado durante a resposta de fase aguda. Através desta ligacdo, temos a
ativacdo de NF-kB (BARTON; MEDZHITOV, 2003; LI; QIN, 2005) que, por sua
vez, ativa a transcri¢ao de citocinas pro-inflamatorias, principalmente TNF-a, IL-
18 e IL-6 (DANTZER, 2009).

Neste estudo, 0s niveis séricos de TNF-a e IL-1B8 aumentaram de modo
significativo apds a aplicacao i.p. de LPS 200 pg/Kg. Corroborando com estes
achados, Biesmans et al., (2013) testaram as doses de 0,62 e 2,5 mg/Kg de
LPS em camundongos e observaram um aumento significativo nas
concentracbes de IL-1B, TNF-a, IL-6 e INF-y. Yee e Prendergast (2010)
administraram intraperitonealmente 150 pg/Kg de LPS em ratos e também
verificaram aumento sobre os niveis de IL-18 e TNF-a. Outros estudos com
diferentes doses de LPS também mostraram este mesmo efeito (ANDO et al.,
2000; YORULMAZ et al., 2015).

Nosso pré-tratamento com a sinvastatina na dose de 10 mg/Kg, antes da
aplicacao de LPS, nédo foi capaz de atenuar este aumento sobre concentracfes
plasmaticas de IL-1B8 e TNF-a. NOs hipotetizamos que essa resposta
observada, esteja relacionada a dose do farmaco administrada, pois quando
utilizamos a dose de 40 mg/Kg, obtivemos uma reducdo nos niveis séricos de
IL1-1B, mas n&o nos niveis de TNF-a.

Diversos estudos ja abordaram os efeitos pleiotropicos das estatinas,

entre eles, o seu papel anti-inflamatorio tem grande destaque (JACOBSON et
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al., 2005; STEINER et al., 2005). Todavia, ha controvérsias na literatura sobre
este papel, alguns estudos sugerem que o uso de estatinas potencializa a
liberacdo de citocinas com a administracdo de LPS, enquanto outros estudos,
dizem o contrério, ou seja, o tratamento com as estatinas inibe o0 aumento de
citocinas induzido por LPS.

Ando et al., (2000) trataram camundongos com cerivastatina 20 mg/Kg,
12 horas e 1 hora antes da administracdo de LPS 15 mg/Kg (ambos i.p.) e
constataram reducéo nos niveis de IL-1p e TNF-a e aumento na sobrevida dos
animais. Em outro estudo, ratos diabéticos submetidos a sepse abdominal e
tratados com sinvastatina 20 mg/Kg (p.o), 18 horas e 3 horas antes da ligadura
e puncdo do ceco, também apresentaram essa reducdo (ARAUJO-FILHO et
al., 2010). Outras pesquisas abordaram que o tratamento com as estatinas
potencializa a reducédo de citocinas pro-inflamatdrias em animais submetidos a
sepse induzida por LPS (BESSLER et al.,, 2005; COWARD et al., 2006;
PAUMELLE et al., 2006). Essa reducédo também foi observada sobre os niveis
de TNF-a, IL-1B3, IL-6 no miocéardio, em ratos pré-tratados com sinvastatina por
injecdo intraperitoneal e submetidos a ligagcéo de artéria coronéria descendente
anterior (esquerda) (NAJAD et al., 2013).

Em contrapartida, Erikstrup et al., (2006) demonstraram que o curto
tratamento com sinvastatina 20 mg/Kg nao influenciou os niveis de citocinas
durante endotoxemia em um estudo in vivo. Stolf et al., (2012) mostrou que
tanto a sinvastatina quanto a atorvastatina, em baixas ou altas doses, néo
afetaram a expressdo do antioxidante dismutase superéxido e de genes pro-
inflamatorios TNF-a, em animais submetidos a sepse por ligadura e puncao do
ceco.

Conforme ja explicitado, nossos testes mostraram que o pré-tratamento
com a sinvastatina 40 mg/Kg nao alteraram os niveis séricos de TNF-a, mas
reduziram os niveis de IL-13 aumentados pelo LPS.

O IL-1 B € uma importante citocina para inducéo do sickness behavior. A
administragao periférica ou central de IL-1p induz os componentes centrais da
reacdo de fase aguda, incluindo febre, ativacdo do eixo HPA e depressao
comportamental (ANFORTH; BLUTHE; BRISTOW, 1998; BLUTHE; LAYE;
MICHAUD, 2000). Um estudo apontou que sob condi¢bes normais, 1L-1 parece

ser o mediador predominante do comportamento doentio no cérebro, pois
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quando inibida a sua agcdo com a administracdo central do antagonista 1L-1r e
analisada a exploracdo social e ingestao alimentar dos animais, pode-se
constatar a atenuacéo do sickness behavior (BLUTHE et al., 2000; KONSMAN;
TRIDON; DANTZER, 2000). Estes dados nos permitem atribuir a reversao do
comportamento doentio observado em camundongos pré-tratados com a
sinvastatina 40 mg/Kg, antes da aplicagdo i.p. de LPS, a reducdo nas
concentracfes plasmaticas de IL-1p.

Quanto a temperatura corporal, nossos resultados apontaram que
animais que receberam LPS na dose de 200 pg/Kg, apresentaram uma
hipotermia que foi seguida pelo desenvolvimento de febre. Akarsu e Mamuk
(2007) demonstraram que a administracdo de LPS 250 ug/Kg, causa uma
hipotermia branda aproximadamente 2 horas apds a administracdo do LPS. Al-
Saffar et al., (2013) notaram que o LPS produz febre quando administrado
tanto central quanto perifericamente, contudo o quadro de hipotermia sé foi
observado com a administracdo periférica de LPS.

Corroborando com nossos dados, outras pesquisas com roedores
também demonstraram que a administracdo de LPS é capaz de desenvolver
um quadro de hipotermia que é seguido de febre (CONN et al., 1995;
FELDERG; SAXENA,1975; FILKINS; LUZIO, 1968; FRAIFELD; KAPLANSKI,
1998; KAMPSCHMIDT; UPCHRUCH, 1969; KLEIN; CONN; KLUGER, 1992;
PAUL; FRAIFELD; KAPLANSKI, 1999).

E importante salientar que a febre apresenta um valor adaptativo ao
animal, pois ela é& capaz de favorecer a recuperacdo, diminuindo a
multiplicacdo de agentes termossensiveis, ativando neutrofilos envolvidos na
destruicdo de bactérias, aumentando a proliferacdo de linfécitos e auxiliando a
sintese de anticorpos (HART, 1988).

Em nosso trabalho, tanto animais que receberam veiculo+LPS, quanto
agueles que receberam sinvastatina+LPS, apresentaram um quadro de
hipotermia nas primeiras horas apos a aplicagcdo do lipopolissacarideo e
elevados niveis séricos de TNF-a. Felderg e Saxena (1975) sugeriram que a
hipotermia observada, pode ser uma resposta secundaria do organismo, a qual
possivelmente ocorre devido a mudancgas cardiovasculares induzidas pelo LPS.
Outros estudos experimentais evidenciaram que a hipotermia induzida pelo

LPS nédo se desenvolve simplesmente pela perda de calor periférico, contrario
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a isso, ocorre na verdade, ativacdo de mecanismos termorregulatorios durante
o estado hipotérmico. Fatores como a reducdo da termogénese e queda do
limiar da temperatura corporal para producdo de calor metabdlico poderiam
contribuir para o desenvolvimento deste quadro (DERIJIK et al., 1994;
ROMANOVSKY et al., 1996).

Segundo Kozak (1997) a resposta hipotérmica induzida pelo LPS é
iniciada pela elevacdo de TNF-a na periferia da circulagdo sanguinea. Ele
causa um aumento significativo do nivel de TNF-a no plasma antes do
desenvolvimento da hipotermia em camundongos (PAUL; FRAIFELD;
KAPLANSKI, 1999), sabe-se ainda, que a inibicAo da bioatividade desta
citocina € capaz de atenuar a hipotermia induzida por LPS em ratos e
camundongos (DERIJK; BERKENBOSCH, 1994; KOZAK et al., 1995; LEON,
2004; TOLLNER et al., 2000). Estudos de Kluger (1991) expuseram que 0 TNF-
a é um pirogénico enddgeno, essencial para o inicio da resposta pirogénica.
Este achado nos permite sugerir que a hipotermia pode ter um papel
importante na modulagédo da resposta pirogénica em roedores.

Em nossa pesquisa, animais do grupo veiculo+LPS, exibiram um quadro
de hipotermia que foi seguido de febre, esta resposta foi reforcada pelos niveis
séricos de TNF-a e IL-1B aumentados. Quanto ao pré-tratamento com a
sinvastatina na dose de 40 mg/Kg, observamos uma resposta hipotérmica ndo
seguida de febre e niveis de IL-1 reduzidos em relagao ao grupo veiculo+LPS,
0 que nos permite sugerir um possivel papel termorregulatério relacionado aos

baixos niveis plasmaticos desta citocina.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho permite-nos concluir que o LPS induz o
comportamento doentio (sickness behavior), caracterizado por reducdo da
atividade locomotora e exploratdria e da motivacdo para escapar de situacdes
aversivas, acompanhada por alteracdo da temperatura corpOrea e aumento de
citocinas plasmaticas.

O pré-tratamento com a sinvastatina pode reduzir ou abolir o
comportamento doentio e impedir o desenvolvimento de estado febril em
animais submetidos a endotoxemia, provavelmente relacionado com sua

capacidade de diminuir os niveis plasmaticos de IL-1f3 induzida pelo LPS.
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APENDICES

APENDICE A- Valores de F

Tabela 1 - Andlise de Variancia de uma via para o Teste Claro-Escuro em animais tratados
com veiculo ou LPS (Valor de F).

Paréametros 2 horas 6 horas 24 horas
Tempo de Laténcia F328=6,220 F327,=0,3596 F326=0,1985
P=0,0023 P=0,7826 P=0,8965
Tempo no lado F32=8,492 F3.7,=2,876 F326=3,071
claro P=0,0004 P=0,0546 P=0,0454
NUmero de F3'28:26,23 F3127:9,106 F3’26:2,121
transicdes P<0,0001 P=0,0002 P=0,1219

Fonte: Da autora.

Tabela 2 - Andlise de Variancia de uma via para o Teste Campo Aberto em animais tratados
com veiculo ou LPS (Valor de F).

Parametros 2 horas 6 horas 24 horas
Cruzamentos F3,28:24,56 F3,28:8,559 F3,28:3,770
periféricos P<0,0001 P=0,0003 P=0,0217
Cruzamentos F3’28=11,01 F3’28=5,313 F3_28=3,357
centrais P<0,0001 P=0,0050 P=0,0328
Cruzamentos totais F3.6=20,08 F326=9,650 F325=6,496
P<0,0001 P=0,0002 P=0,0018
Ndmero de F3'28:15,97 F3128:5,074 F3’28=0,4696
rearings P<0,0001 P=0,0062 P=0,7058

Fonte: Da autora.

Tabela 3 - Andlise de Variancia de uma via para o Teste de Suspenséao pela Cauda em animais
tratados com veiculo ou LPS (Valor de F).

Parametros 2 horas 6 horas 24 horas
TempO de F3'28:32,22 F3128:9,984 F3’28:l,703
Imobilidade P<0,0001 P=0,0001 P=0,1892

Fonte: Da autora.

Tabela 4 - Andlise de Variancia de uma via para o Teste de Nado Forgado em animais tratados
com veiculo ou LPS (Valor de F).

Parametros 2 horas 6 horas 24 horas

NUmero de F328=13,15 F3’24=10,08 F3’24=2,119
floatings P<0,0001 P=0,0002 P=0,1243
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Ndmero de F326=21,95
swimmings P<0,0001
NUmero de F326=19,95

climbings P<0,0001

F3’24=5,710
P=0,0043
F3’24=7,786
P=0,0008

F3’24:1,518
P=0,2353
F3’24=0,3361
P=0,7994

Fonte: Da autora.

Tabela 5 - Analises de variancia de duas vias no Teste Claro-Escuro, em grupos controle ou
pré- tratados com sinvastatina 10mg/Kg (Pré-tratamento) e submetidos a injecdo de
veiculo ou LPS (Desafio imunolégico).

Teste Claro-Escuro Pré-tratamento Desafio Interacao
imunolégico

Tempo de Laténcia F(1,28) = 0,7224 F(1,28) = 31,06 F(1,28) = 0,02631
P =0,4026 P < 0,0001 P =0,8723

Tempo no lado F(1,28) = 0,4120 F(1,28) = 54,18 F(1,28) = 3,317

claro P =0,5262 P < 0,0001 P=0,0793

Numero de F(1,28) = 0,2047 F(1,28) = 100,9 F(1,28) = 0,4012

transicoes P =0,6545 P < 0,0001 P =0,5316

Fonte: Da autora.

Tabela 6 - Andlises de variancia de duas vias no Teste Claro-Escuro, em grupos controle ou
pré-tratados com sinvastatina 40mg/Kg (Pré-tratamento) e submetidos a injecao de
veiculo ou LPS (Desafio imunolégico).

Teste Claro-Escuro Pré-tratamento Desafio Interacéo
imunoldgico

Tempo de Laténcia F(1,28) = 10,35 F(1,28) = 9,916 F(1,28) = 15,29
P =0,0033 P = 0,0039 P = 0,0005

Tempo no lado F(1,28) = 4,424 F(1,28) = 13,17 F(1,28) = 17,05

claro P =0,0445 P =0,0011 P=0,0003

Numero de F(1,28) = 11,48 F(1,28) = 19,53 F(1,28) = 28,13

transicoes P < 0,0001 P =0,0021 P =0,0001

Fonte: Da autora.

Tabela 7 - Analises de variancia de duas vias no Teste Campo Aberto, em grupos controle ou
pré-tratados com sinvastatina 10mg/Kg (Pré-tratamento) e submetidos a injecdo de
veiculo ou LPS (Desafio imunolégico).

Teste Campo Pré-tratamento Desafio Interacéo
Aberto imunolégico

Cruzamentos F(1,28) = 0,2986 F(1,28) = 59,41 F(1,28) = 0,2680

periféricos P =0,5891 P < 0,0001 P =0,6087

Cruzamentos F(1,28) =0,02844  F(1,28) = 36,86 F(1,28) = 0,5759

centrais P =0,8673 P < 0,0001 P =0,4543

Cruzamentos totais F(1,28) = 0,3373 F(1,28) = 88,42 F(1,28) = 0,5576
P =0,5660 P < 0,0001 P=0,4614

Rearings F(1,28) = 1,077 F(1,28) = 52,79 F(1,28) = 0,1074
P =0,3082 P < 0,0001 P =0,7455

Fonte: Da autora.
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Tabela 8 - Anadlises de variancia de duas vias no Teste Campo Aberto, em grupos controle ou
pré-tratados com sinvastatina 40mg/Kg (Pré-tratamento) e submetidos a injecdo de

veiculo ou LPS (Desafio imunolégico).

Teste Campo Pré-tratamento Desafio Interacao
Aberto imunologico

Cruzamentos F(1,28) = 26,08 F(1,28) = 28,83 F(1,28) = 4,579

periféricos P < 0,0001 P < 0,0001 P =0,0412

Cruzamentos F(1,28) = 25,78 F(1,28) = 20,12 F(1,28) = 5,614

centrais P < 0,0001 P =0,0001 P =0,0249

Cruzamentos totais F(1,28) = 44,77 F(1,28) = 45,83 F(1,28) = 8,287
P < 0,0001 P < 0,0001 P =0,0076

Rearings F(1,28) = 8,115 F(1,28) = 9,768 F(1,28) = 15,21
P =0,0081 P <0,0041 P = 0,0005

Fonte: Da autora.

Tabela 9 - Andlises de varidncia de duas vias no Teste de Suspenséo pela Cauda, em grupos
controle ou pré-tratados com sinvastatina 10 ou 40mg/Kg (Pré-tratamento) e
submetidos a injecdo de veiculo ou LPS (Desafio imunolégico).

Teste de Pré-tratamento Desafio Interacéo
Suspensao pela imunolégico
Cauda

Tempo de F(1,28) = 0,3794 F(1,28) = 64,64 F(1,28) = 1,215
imobilidade P =0,5429 P < 0,0001 P =0,2797
Sinv. 10mg/Kg

Tempo de F(1,28) = 15,31 F(1,28) = 22,25 F(1,28) = 9,661
imobilidade P = 0,0005 P < 0,0001 P =0,0043

Sinv. 40mg/Kg

Fonte: Da autora.

Tabela 10 - Andlises de variancia de duas vias no Teste de Nado Forgado, em grupos controle
ou pré-tratados com sinvastatina 10 ou 40mg/Kg (Pré-tratamento) e submetidos a
injecdo de veiculo ou LPS (Desafio imunolégico).

Teste de Nado Pré-tratamento Desafio Interacéo
Forcado imunoldgico
Numero de F(1,28) = 0,001601 F(1,28) = 44,66 F(1,28) = 0,8472
floatings P =0,9684 P < 0,0001 P =0,3652
Sinv. 10mg/Kg
NGmero de F(1,28) = 4,410 F(1,28) = 14,04 F(1,28) = 16,62
floatings P =0,0449 P = 0,0008 P =0,0003

Sinv. 40mg/Kg

Fonte: Da autora.
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Tabela 11 - Analises de variancia de duas vias, em grupos controle ou pré-tratados com
sinvastatina 10 mg/Kg (Pré-tratamento) e submetidos a injegdo de veiculo ou
LPS (Desafio imunolégico) na dosagem das citocinas TNF-a e IL-1p.

Dosagem de Pré-tratamento Desafio Interacdo
citocinas imunologico
TNF-a F(1,20) = 0,4764 F(1,20) = 16,49 F(1,20) = 0,5987
P =0,4980 P = 0,0006 P =0,4481
IL-18 F(1,20) = 0,7765 F(1,20) = 35,55 F(1,20) = 0,7765
P =0,3887 P < 0,0001 P =0,3887

Fonte: Da autora.

Tabela 12 - Analises de variancia de duas vias, em grupos controle ou pré-tratados com
sinvastatina 40 mg/Kg (Pré-tratamento) e submetidos a injecéo de veiculo ou LPS
(Desafio imunolégico) na dosagem das citocinas TNF-a e IL-1p.

Dosagem de Pré-tratamento Desafio Interacéo
citocinas imunolégico
TNF- a F(1,20) = 0,8500 F(1,20) = 19,36 F(1,20) = 0,04048
P =0,3675 P =0,0003 P =0,8426
IL-18 F(1,20) = 18,03 F(1,20) = 18,03 F(1,20) = 20,59
P =0,0004 P =0,0004 P =0,0002

Fonte: Da autora.

Tabela 13 - Analises de variancia de duas vias, em grupos controle ou pré-tratados com
sinvastatina 40 mg/Kg (Pré-tratamento) e submetidos a inje¢cdo de veiculo ou
LPS (Desafio imunolégico) - area sobre a curva (indice térmico).

AUC Pré-tratamento

Desafio
imunoldgico

Interagéo

Intervalo
30-180 minutos  F(1,43) =2,478
P =0,1228
330-480 minutos  F(1,43) = 21,47
P <0,0001

F(1,43) = 8,034
P = 0,0070

F(1,43) = 9,085
P = 0,0043

F(1,43) = 0,7621
P =0,3875

F(1,43) = 8,452
P = 0,0057

Fonte: Da autora.
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APENDICE B - Design experimental
a) Inducéo do sickness behavior por aplicacéo de LPS

Afim de determinar a dose e o horario de aplicagdo de LPS mais
conveniente para verificar seus efeitos sobre o comportamento doentio, foram
utilizadas as doses de 100, 200 e 500 pg/Kg de lipopolissacarideo de
Escherichia coli (026: B6 — Sigma Aldrich, USA) e os animais foram submetidos
a testes comportamentais apos 2, 6 e 24 horas da aplicacdo. A administracao
do LPS ou do veiculo foi realizada por via intraperitoneal e em dose Unica.
(Figura 30)

o

H 2, 6 ou 24 horas

......................................... .  Testes comportamentais: |

LPS (100, 200, 500pg/Kg) | - Claro-Escuro

Salina (10ml/kg) - Nado Forgado |
|- Suspensdo pela Cauda |
- Campo Aberto |

Figura 30 - Indu¢@o do sickness behavior.
Fonte: Da autora.

b) Efeito do pré-tratamento com sinvastatina sobre o sickness behavior

Depois de selecionada a dose e horario de aplicacdo de LPS (200
Mg/Kg, 2h), inciamos o pré-tratamento com a sinvastatina. Os animais

receberam através de gavagem, sinvastatina 10 ou 40 mg/Kg ou veiculo, por
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um periodo de sete dias. No oitavo dia, aplicamos LPS e 2h apés, realizamos

0s testes comportamentais. (Figura 31)

| LPS (200 pg/Kg)
,,,,,,,,, ‘ | Salina (10 mL/Kg) |

Sinvastatina (10 ou 40 mg/Kg)
' Veiculo (10 mL/Kg) :

Figura 31 - Efeito do pré-tratamento com sinvastatina sobre o sickness behavior.
Fonte: Da autora.

c) Efeito do pré-tratamento com sinvastatina sobre a febre induzida pela

endotoxemia

Os animais receberam através de gavagem, sinvastatina 10 ou 40
mg/Kg ou veiculo, por um periodo de sete dias e no 1° dia do pré-tratamento o
probe foi inserido na cavidade peritoneal. No oitavo dia, aplicamos LPS e 2h
apos, colocamos as caixas contendo o0s camundongos (alocados
individualmente) sob receptores de telemetria conectados a um computador
para registro da temperatura corporal. O registro foi realizado durante 8 horas.
(Figura 32)



91

| LPS (200 pg/Kg)
......... : Sallna (10 mL/Kg)

vaastatma (10 ou 40 mg/Kg)
Velculo (10 mL/Kg) :

| 12 Dia do pré-tratamento, foi inserido o
probe na cavidade peritoneal

Figura 32 - Efeito do pré-tratamento com sinvastatina na febre induzida pela endotoxemia.
Fonte: Da autora.

d) Efeito do pré-tratamento com sinvastatina sobre a concentracdo de

citocinas plasmaticas durante endotoxemia

Os animais receberam através de gavagem, sinvastatina 10 ou 40
mg/Kg ou veiculo, por um periodo de sete dias. No oitavo dia, aplicamos LPS e

2h apds, coletamos o sangue para dosagem das citocinas TNF-a e IL-1[3.

| LPS (200 pg/Kg)
N E Sallna (10 mL/Kg)

vaastatlna (10 ou 40 mg/ Kg) L e |
Velculo (10 mL/Kg) ' Coleta de sangue (Retro-orbital) com

posterior dosagem de citocinas

Figura 33 - Efeito do pré-tratamento com sinvastatina sobre a concentragdo de citocinas
plasmaticas durante endotoxemia.

Fonte: Da autora.
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