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RESUMO

Todas as fungfes do sistema endocanabinoide (SEC) ainda ndo sé&o completamente
lucidadas, entretanto esse sistema é conhecido por apresentar um efeito neuromodulador,
atribuido essencialmente aos receptores canabinodide do tipo |1 (CB1R), dos quais a
ativacdo sistémica induz efeitos psicoativos. Diferentemente, o efeito imunomodulador
do SEC, atribuido essencialmente sobre os receptores canabinoide do tipo Il (CB2R), tem
sido demonstrado como alternativa de tratamento de diversas doencas inflamatorias
agudas ou cronicas, incluindo doencas neurodegenerativas em modelos animais via
ativagdo cronica de CB2R. Entretanto, ainda ndo esta claro os efeitos desse tratamento
logo ap6s sua administracdo. Neste sentido, procuramos investigar os efeitos do
tratamento agudo-sistémico do B-cariofileno (BCP), um fito-canabindide agonista de
CB2R em modelo murino de neuroinflamacéo induzidos por LPS. Realizamos o teste de
Campo aberto (CA) 2 e 4 h apds a inducdo de sickness behavior por Lipopolissacarideo
(LPS) e demonstramos que nos animais pré-tratados com BCP, na janela de 2 h, houve
manutencdo na qualidade de movimento nos animais que receberam LPS sem alteracédo
na inducdo de sickness behavior, e aumento da atividade na regido aversiva do aparato
nos animais que nédo receberam LPS. Indicando efeito imuno e neuromodulador do BCP.
Realizamos também o teste do Labirinto aquéatico de Morris (LAM) 24 h apés a
inoculacdo de LPS, entretanto ndo foi possivel discriminar alteragdes no aprendizado,
porém os animais inoculados e ndo tratados demonstraram ser mais propensos a formar
memoria espacial. Por fim, observamos que o pré-tratamento com BCP aumenta a
peroxidacdo lipidica e concentracdo de nitrito no encéfalo 2 h apds a inoculacéo de LPS,
sugerindo assim, aumento imediato do estresse oxidativo pelo tratamento agudo com BCP
em modelos de neuroinflamacdo. Portanto, é de fundamental importéncia a continuidade
da pesquisa dos efeitos neuroldgicos e imunoldgicos imediatos ao tratamento com BCP
em modelos de animais saudaveis e em modelos neuroinflamatorios para melhor
determinacdo dos riscos atribuidos a esse tratamento, bem como, a adi¢do do tratamento
agudo em detrimento do crénico em diferentes patologias neurolégicas.

Palavras Chave: Neuroinflamacdo; Lipopolissacarideo; Sickness Behavior; Sistema

Endocanabinoide; B-cariofileno.
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ABSTRACT

All the functions of the endocannabinoid system (ECS) are not yet fully understood,
however this system is known to have a neuromodulatory effect, essentially attributed to
cannabinoid type | receptors (CB1R), which systemic activation induces psychoactive
effects. In contrast, the immunomodulatory effect of ECS, attributed mainly to
cannabinoid type Il receptors (CB2R), has been demonstrated as an alternative treatment
for several acute or chronic inflammatory diseases, including neurodegenerative diseases
in animal models via chronic CB2R activation. However, the effects of this treatment are
still unclear shortly after its administration. In this sense, we seek to investigate the effects
of the acute-systemic treatment of B-caryophyllene (BCP), a phyto-cannabinoid agonist
of CB2R in a murine model of neuroinflammation induced by LPS. We performed the
open field test (OF) 2 and 4 h after the induction of sickness behavior by
Lipopolysaccharide (LPS) and demonstrated that in animals pretreated with BCP, in the
2 h window, there was maintenance in the quality of movement in animals that received
LPS without alteration in the induction of sickness behavior, and increased activity in the
aversive region of the apparatus in animals that did not receive LPS. Indicating the
immune and neuromodulatory effect of BCP. We also performed the Morris Water
Labyrinth (MWM) test 24 h after inoculation of LPS, however it was not possible to
discriminate changes in learning, however the inoculated and untreated animals proved
to be more likely to form spatial memory. Finally, we observed that pretreatment with
BCP increases lipid peroxidation and nitrite concentration in the brain 2 h after LPS
inoculation, thus suggesting an immediate increase in oxidative stress by acute treatment
with BCP in neuroinflammatory models. Therefore, it is of fundamental importance to
continue researching the immediate neurological and immunological effects of BCP
treatment in healthy animal models and in neuroinflammatory models for better
determination of the risks attributed to this treatment, as well as the addition of acute
treatment to the detriment of the treatment. chronic in different neurological pathologies.

Key words: Neuroinflammation ; Lipopolysaccharide; Sickness Behavior;

Endocannabinoid System; B-caryophyllene.
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1. INTRODUCAO
1.1. NEUROINFLAMACAO

A neuroinflamacdo é um processo patoldgico encontrado em diversas
doencgas do Sistema Nervoso Central (SNC), sejam elas agudas ou crbnicas. De forma
geral ela se caracteriza por uma mudanca no microambiente neural de tal maneira a
desorganizar o parénquima cerebral e consequentemente provocar déficits cognitivos e
motores (Shabab et al., 2017). Tal processo aparece como possivel indutor de doencas
neurais (Qin et al., 2007; Teeling and Perry, 2009), como possivel agravante de doencas
neurodegenerativas (Perry et al., 2007) e, também, como consequéncia de processos
inflamatorios sistémicos exacerbados, tais como sepse (Widmann and Heneka, 2014).

Esse microambiente neuroinflamatorio se apresenta com elevados niveis de
citocinas pro-inflamatdrias, tais como TNF-o (fator de necrose tumoral o), IL-1
(interleucina 1B) e IL-6 (interleucina 6); elevados niveis de fatores de transcricdo
indutores de inflamacdo tais com NFkB (nuclear factor-kB), JNK (c-Jun N-terminal
kinase ) e p38 MAPKSs (mitogen activated protein kinases); ativacdo de células glias tais
com astrocito e micrdglia; e elevados niveis de processo neurodegenerativo (Shabab et
al., 2017).

Dentro deste microambiente, se destaca o papel modulatério da micréglia. A
microglia é responsavel por fazer o papel de vigilancia e limpeza do SNC contra agentes
estranhos, e por diversos outros papéis: como a modulacdo da plasticidade sinéptica,
sinaptogénese e neurogénese; suporte trofico; e recrutamento de quimiocinas e células
imunes (Butovsky and Weiner, 2018). No processo neuroinflamatério, este tipo celular
se apresenta como o principal envolvido na inducao, na manutencédo e no agravamento da
neuroinflamacédo (Block et al., 2007; Prinz et al., 2019). Um Unico déficit primario em
micréglia é capaz de gerar, em modelo murino, um comportamento semelhante ao de
pacientes com transtorno do espectro autista (Zhan et al., 2014); Disfun¢fes na resposta
microglial estdo relacionadas a manutencdo de um fendtipo distréfico capaz de sustentar
quadros de diversas doencas neurodegenerativas (Krasemann et al., 2017); bem como
processos inflamatérios  sistémicos podem agravar quadros de doencas
neurodegenerativas através da resposta de microglias distréficas a esses processos (Perry
& Holmes, 2014).

Em suma, a neuroinflamagdo se apresenta como um quadro patoldgico
comum a diversas doengas neurais, onde se destaca, principalmente, as doencas
neurodegenerativas que assolam, na sua maioria, pessoas idosas, dos quais serdo mais de
20% da populagdo mundial em 2050, segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude).



1.2. LPS COMO MODELO INDUTOR DE NEUROINFLAMACAO VIA
ADMINISTRACAO SISTEMICA

O lipopolissacarideo (LPS) € uma endotoxina encontrada na parede celular
de bactérias gram-negativas (Mayer et al., 1985). Esses micro-organismos Sao 0S
principais agentes etiologicos causadores de septicemia, provocando processos
inflamatdrios agudos que podem culminar em disfuncGes do SNC, tais como déficits de
aprendizado e memoria (Angus & van der Poll, 2013; Widmann & Heneka, 2014).

Por outro lado, o LPS € incapaz de, sozinho, provocar déficit neuronal, a
presenca de LPS em cultura de neurdnio ndo causa morte celular, entretanto, em cultura
mista de células glias e neurdnios é observado morte de neurdnio, (Bronstein et al., 1995),
ou seja, a resposta proveniente da exposi¢do ao LPS é inteiramente causada pela resposta
de defesa do organismo.

Essa molécula é altamente conservada ao longo da evolugéo, sendo a mesma
essencial a sobrevivéncia desses micro-organismos. Dessa forma, a presenca da mesma e
altas quantidades no hospedeiro é indicativo de processo infeccioso, sendo a mesma
considerada um PAMP (Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos), ou seja, plantas
e mamiferos sdo capazes de reconhecer rapidamente o aumento da concentracdo dessa
molécula no organismo e poder responder rapidamente para combater o processo
infeccioso. O reconhecimento de PAMPs ¢é realizado pelos PRRs (Receptores
Reconhecedores de Padrdes), dentre esses receptores se encontram os TLRs (Receptores
semelhantes a Toll). Os TLRs se encontram em diversas células do sistema imunolégico,
células glias e células epiteliais. A partir do contato com os PAMPs esses receptores
desencadeiam alteracGes celulares mediadas principalmente pela ativacdo de fatores de
transcricdo tais com NFxB, JNK e p38 MAPKs. A ativacdo desses fatores culmina
essencialmente na liberacdo de prostaglandinas via atividade da ciclo oxigenasse 2
(COX2), 6xido nitrico (NO) via 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), e citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-a, IL-1p e IL-6 (Jin et al., 2010; Widmann & Heneka,
2014).

A promocdo desse processo inflamatério gera dor, dano tecidual,
recrutamento de mondcitos e aumento de citocinas pro-inflamatérias locais e séricas. Esse
conjunto de mudancas € identificado pelo SNC via nervo vago, e por meio das células
epiteliais dos vasos que irrigam o encéfalo (Tracey, 2002). Em contra partida o SNC
também responde promovendo um conjunto de alteracdes comportamentais e metabdlicas
de defesa, tais como baixa no apetite, diminuigdo de atividades fisicas e sociais, fadiga,
alteracdo de termorregulacdo e energia. Esse conjunto de alteracdes comportamentais ja
¢ bem descrito e classicamente conhecido como ““Sickness Behavior” (Hart, 1988).

Portanto é bem claro a comunicacéo do sistema imunolégico com SNC, de
forma que o SNC é capaz reconhecer sinais do sistema imunolégico e responder de
diversas formas. Bem como, é notavel que nos ultimos anos tem se relacionado aumento
de citocinas pro-inflamatorias sericas, episodios infecciosos, doencas inflamatorias
cronicas, tais como AIDS, obesidade, diabetes e doengas autoimunes a doencas
neuroldgicas, tal como ansiedade, depressao, e doencas neurodegenerativas (Block et al.,
2007; Dantzer et al., 2008; Teeling & Perry, 2009; Heneka et al., 2015; Felger, 2018).
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Diante disso, o LPS tem sido bastante usado no estudo da fisiopatologia de diversas
doencgas neurais, bem como, para a pesquisa por tratamento das mesmas (Batista et al.,
2019).

1.3. SISTEMA ENDOCANABINOIDE E B-CARIOFILENO

As funcgbes do sistema endocanabinoide (SEC) ainda ndo sdo completamente
lucidadas, entretanto esse sistema apresenta um efeito neuromodulador, atribuido
essencialmente aos receptores canabindide do tipo I (CB1R), dos quais a ativacdo
sistémica induz efeitos psicoativos (Castillo et al., 2012). Diferentemente, o efeito
imunomodulador do SEC, atribuido essencialmente sobre os receptores canabindide do
tipo 11 (CB2R), tem sido demonstrado como alternativa de tratamento de diversas doencas
inflamatorias agudas ou cronicas, incluindo doencas neurodegenerativas em modelos
animais (Pini et al., 2012; Kelly et al., 2020). Os CB2R séo encontrados principalmente
em células imunes de mamifero provenientes tanto do clone linfoide quanto do clone
mieloide, bem como, em células epiteliais dos vasos sanguineos, exercendo efeito
inibitdrio a ativacao e/ou a migracdo dessas células por meio, principalmente, da ativacao
da proteina quinase A (Borner et al., 2009; Basu & Dittel, 2011; Persidsky et al., 2015).
O SEC também se faz presente em células gliais de mamiferos, exercendo efeito inibitorio
da ativacdo dessas células principalmente por meio da ativacdo de CB2R (Ehrhart et al.,
2005; Stella, 2010; Merighi et al., 2012a; Merighi et al., 2012b).

Nesse sentido, nos Ultimos anos o uso crénico de agonistas de CB2R em
modelos murinos de doencas neuroinflamatdrias e/ou inflamatorias sistémicas, tais como
obesidade (Wu et al., 2020), doenca de Parkinson (Price et al., 2009; Concannon et al.,
2015), Septicemia (Tschop et al., 2009), acidente vascular cerebral (Ronca et al., 2015),
e doenca de Alzheimer (Wu et al., 2013), tem se mostrador promissor como alternativa
aos tratamentos classicos com drogas anti-inflamatorias, e alternativa também ao
tratamento com agonistas de CB1R, dos quais provocam efeitos psicoativos.

Entretanto, a presenca de CB2R em neurdnios tem instigado, nos ltimos
anos, a investigacao dos possiveis efeito neuromoduladores desses receptores (Chen et
al., 2017). Consequentemente, se busca entender os possiveis efeitos comportamentais do
uso de agonistas de CB2R tanto para entender possiveis efeitos colaterais, quanto para o
possivel uso desse tratamento ndo s6 para doencas inflamatdrias, mas também para
doencas relacionadas ao estado emocional, tais como ansiedade e depressao.
Camundongos nocaute para CB2R apresentam aumento da agressividade e consequente
diminuicdo da interacdo social, enquanto que o tratamento com agonista em
camundongos selvagens tende a diminuir a agressividade (Rodriguez-Avrias et al., 2015).
Ademais, camundongos nocaute para CB2R apresentam déficits em testes de memoria
contextual, entretanto esse efeito esta relacionado a presenca de CB2R em microglias
(Garcia-Gutierrez et al., 2013; Li & Kim, 2016a; 2017). Portanto, apesar do tratamento
com agonista de CB2R se apresentar como promissor a diversas doengas inflamatorias,
ainda ndo esté claro as consequéncias da ativagdo sistémica desses receptores sobre o
comportamento.
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Neste sentido, procuramos investigar os efeitos do p-cariofileno (BCP), um
fito-canabindide encontrado em alta concentracdo no 6leo de copaiba (Copaifera spp)
(Veiga Junior et al., 2007) e em diversas outras plantas, tais como na goiaba vermelha
(Psidium catlleianum) e amarela (Psidium catlleianum var. Lucidium), orégano
(Origanum vulgare), e pimenta negra (Piper nigrum) (Mockute et al., 2001; Orav et al.,
2004; Biegelmeyer et al., 2011). Atualmente o BCP é aprovado pela USFDA (Unite
States Food and Drug Administration) para o uso direto em alimentos para consumo
humano (n° 21CFR172.515). Gertsch et al. (2008) demonstraram que a molécula de BCP
é um agonista de CB2R, bem como, demonstraram que o BCP é capaz de reduzir os niveis
de TNF-a e IL-1P liberados por células sanguineas humanas in vitro, assim como, € capaz
de atenuar a formagdo de edema em camundongos.

Dessa mesma forma, nos Gltimos anos, varios trabalhos vém demonstrando o
efeito anti-inflamatério (Klauke et al., 2014) analgésico (Fiorenzani et al., 2014),
antimicrobiano e antioxidante (Dahham et al., 2015) in vitro e in vivo em resposta a
doencas agudas, tal como a septicemia, ou cronicas do BCP em mamiferos (Meza &
Lehmann, 2018).

Assim, o BCP se mostra como um potencial terapéutico para diversas doencas
inflamatdrias, cronicas ou agudas, incluindo doencas neurodegenerativas. Entretanto,
ainda nao é claro os efeitos do tratamento agudo da mesma, sendo de grande relevancia a
investigacdo dos possiveis efeitos neuro e imunomoduladores do BCP em animais
saudaveis e em processo neuroinflamatdrio.



2. OBJETIVO GERAL
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Avaliar os efeitos do tratamento agudo-sisttmico de BCP em animais
saudaveis e em modelo de inflamagdo sistémica induzida por LPS.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sendo a avaliacdo desses efeitos sobre:

As alteracdes comportamentais de Sickness behavior
O comportamento exploratorio em CA.

O aprendizado e a memdria espacial de longo prazo
O estresse oxidativo no encéfalo.

Os niveis de citocinas pro-inflamatdrias no encéfalo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. ANIMAIS

Foram utilizados 77 camundongos (Mus musculus) (CEUA-UFPA n°:
5819011118) da linhagem Swiss fémeas com 8-9 semanas de idade, que foram obtidos
do biotério do Instituto de Evandro Chagas (IEC). A escolha do sexo dos animais foi
determinada pelo interesse em diminuir o estresse proveniente de possiveis “brigas”, que
poderiam influenciar comportamentos, comuns em gaiolas de camundongos macho. Os
animais foram mantidos em gaiolas com sistema de microisolamento (ALESCO AL21),
onde agua e racdo foram disponibilizados ad libitum. Os animais foram separados em trés
experimentos (Figura 1):

Experimento A: Experimento B:

i.  Salina/Veiculo (n =5); i.  Salina/Veiculo (n = 6);
ii. LPS/Veiculo (n=7); ii.  LPS/Veiculo (n=6);
iii.  Salina/BCP (n = 4); iii.  Salina/BCP (n = 6);
iv.  LPS/BCP (25 mg/kg) (n = 4); iv. LPS/BCP (n=6).

v.  LPS/BCP (50 mg/kg) (n=7);
vi.  LPS/BCP (75 mg/kg) (n = 4).

Experimento C:

i.  Salina/Veiculo (n =5);
ii.  LPS/Veiculo (n=5);
iii.  Salina/BCP (n = 5);
iv.  LPS/BCP (n=6).

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para os experimentos A e B todos os grupos foram submetidos primeiramente
ao teste do Campo Aberto uma semana ap0s a habituacdo (1° dia), no dia seguinte (2° dia)
tiveram a racdo retirada da gaiola 1 h antes até 1 h depois do tratamento com BCP ou
veiculo (Oleo de oliva) por via oral, 30 min apds o tratamento os animais receberam
inoculacdo de LPS ou veiculo (solucdo salina) i.p. Por fim, 2 ou 4 h ap6s a inoculacao
todos os animais foram submetidos novamente ao teste de Campo aberto (CA). Sendo a
eutanasia dos animais do experimento A e B no 7° dia e no 3° dia respectivamente. Para
0 experimento C aplicamos, 1 semana ap0s a chegada dos animais ao biotério, 0 mesmos
tempos de inoculagéo e tratamento dos experimentos A e B, sendo a eutanasia realizada
2 h apos a inoculacédo de LPS (Figura 1).

3.3. DROGAS E TRATAMENTO

Os camundongos foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com uma
unica dose (1 mg/kg) de LPS (Escherichia coli O111:B4, Sigma-Aldrich/L2630) diluido
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em NaCl 0,9% ou inoculados com o mesmo volume de NaCl 0,9% (Salina). Bem como,
foram tratados com Oleo de Oliva (Veiculo) ou BCP (Sigma-Aldrich/W225207) por via
oral nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg 30 min antes da administragcdo de LPS (Figura 1).

A 1° dia

2° dia 3° dia " 6° dia 7° dia
—4 +—
Campo Aberto | Treinos (LAM) | | Testes (LAM) I
(habituagio)
K 1h 30min_ 2h \
2 ——t— a
Restri¢do BCP ou || LPS ou I Campo Aberto |
Alimentar Veiculo Salina
B 1° dia 2° dia
Campo Aberto
(habituacdo)
f 1h 30 min . 4h \
a s .
Restrigdo BCP ou || LPS ou | Campo Aberto |
Alimentar Veiculo Salina
C
) l1h ..'mmin.. 2h )
+ '
Restrigdo BCP ou || LPS ou
Alimentar Veiculo Salina

Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental: A linha horizontal vermelha
representa o periodo de restrigdo alimentar.

3.4. TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1. Campo aberto (CA)

O teste do CA foi realizado para a avaliacdo da atividade exploratéria. O
mesmo foi realizado 24 h antes (habituacédo) e 2 ou 4 h ap6s a inoculacdo de LPS (Figura
1). O aparato do campo aberto consiste em um ambiente circular de acrilico medindo 30
cm de didmetro e 30 cm de altura, com a parede na cor cinza e fundo preto (Figura 2).
Para realizacdo do teste, cada animal foi gentilmente colocado no aparato e o teste teve a
duracdo de 5 minutos para cada animal. Apos cada sesséo de teste o aparato foi limpo
com alcool 10% para remover possiveis pistas olfatorias. Todos os testes foram filmados
e as gravacgdes foram posteriormente analisadas com o auxilio do programa ANY-maze
Video Tracking System (Stoeling Co®) para processamento e analise de pardmetros
comportamentais intrinsecos ao teste comportamental, sendo a velocidade média
calculada pela distancia percorrida dividida pelo tempo movel (s) dos animais.
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30cm

Figura 2. Representacgdo gréafica do aparato do campo aberto: Destacada as dimensdes do aparato (a
esquerda), e a representacdo da regiao periférica e central (a direita).

3.4.2. Labirinto aquético de Morris

O teste do Labirinto aquatico de Morris (LAM) foi realizado 24 horas apds a
inoculacdo com LPS. O aparato consiste em uma piscina circular com 80 cm de diametro,
33 ¢cm de profundidade, onde em um dos quadrantes, h4 uma plataforma quadrada (64
cm?) de escape a 0,5 cm abaixo da superficie da dgua e invisivel ao animal. Pistas distais
(desenhos geomeétricos) foram colocadas nas paredes da sala onde o teste foi realizado
(Figura 3).

Realizamos quatro dias consecutivos de Treino com quatro treinos por dia e
um altimo dia de teste (Figura 1A). Em cada treino, cada animal foi gentilmente colocado
na agua com a cabeca direcionada para a parede da piscina, e lhe foi permitido nadar
livremente durante 60 segundos até que encontre a plataforma de escape, localizada no
centro de um dos quadrantes da piscina (Figura 3), nos casos em que o animal néo
encontrou a plataforma o mesmo foi gentilmente guiado até a mesma, & permanecendo
por 5 segundos, nos casos em que o animal encontrou a plataforma o mesmo foi retirado
da piscina 5 segundos apds o encontro. Entre os intervalos de cada treino o animal foi
mantido 30 segundos fora da piscina antes de ser reinserido na mesma. A posicao em que
o animal foi colocado na piscina variou de maneira semi-aleatéria durante os dias de
Treino, mas a plataforma permaneceu fixa em um dos quadrantes da piscina.

No udltimo dia, a plataforma foi retirada da piscina, sendo que nesse dia 0
animal permaneceu na 4gua somente 60 segundos, a fim de avaliar a memoria de retencéo.
Todos os testes foram filmados e as gravacfes foram posteriormente analisadas com o
auxilio do programa ANY-maze Video Tracking System (Stoeling Coe) para
processamento e analise de parametros comportamentais intrinsecos ao teste
comportamental.
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soi | SL

............

Figura 3. Representacao grafica do aparato do Labirinto aquatico de Morris: As setas pretas indicam
as posicoes de entrada, das quais sdo equidistantes a plataforma (SO, S, L e NL). Os desenhos geométricos
dispostos em torno da piscina representam as pistas distas.

3.5. ANALISE BIOQUIMICA

Para as analises bioguimicas fizemos a eutanasia de 21 animais 2 h apos a
inoculacdo de LPS (Figura 1: C). A eutanasia dos animais foi realizada com a inoculacao
de dose letal de xilazina e cetamina, em seguida o encéfalo foi dissecado e imediatamente
armazenado a menos - 80°C até o dia da diluicdo. As amostras foram posteriormente
pesadas e diluidas em solucgdo salina na mesma proporcao do peso do encéfalo para as
andlises bioquimicas.

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras pelo método
de Bradford as mesmas foram novamente diluidas na mesma proporcdo de volume do
homogeinizado e utilizado como padrao de referéncia soluc6es de albumina sérica bovina
fracdo V (Sigma) com leitura de absorbancia a 595 nm.

3.5.1. Mensuracao da Peroxidacéo Lipidica

Para se determinar a concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), os produtos resultantes da peroxidacao lipidica, foi utilizado o
método de Winterbourn et al (1985) modificados para analise em espectofotometria. O
método baseia-se na alteracdo da coloragdo da amostra quando a mesma é colocada para
reagir com o acido tiobarbiturico a 1 % na temperatura de 90 a 100 °C e em meio acido.
Em microtubolos de 2 ml foram colocados 25 ul de BHT (solucédo etandlica a 2 %), 250
pL de HCI 25%, 250 uL de solucdo de acido tiobarbitarico (1%) dissolvido em solucéo
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aquosa de NaOH a 0,05N e 250 puL de amostra. Foi-se feito um branco com todas as
solucdes colocando-se, no lugar da amostra, solucdo salina 0,9%. Posteriormente, 0s
tubos contendo a mistura foram incubados em banho fervente (100 °C) durante 10
minutos e resfriados em banho de gelo. Em seguida, adicionado 750 pL de butanol em
cada tubo e agitado em vortex até a transferéncia total da coloragdo résea da camada
inferior para a superior. A mistura foi entdo centrifugada por 5 minutos a 12000 rpm. Em
seguida 200 pl do sobrenadante foi distribuido em duplicata em uma placa de 96 pogos.
Por fim a absorbancia foi aferida ao comprimento de onda de 532 nm. A amplificacdo da
peroxidacdo durante o ensaio foi prevenida pela adicdo de um antioxidante (butil-hidroxi-
tolueno- BHT). A concentracdo de TBARs foi determinada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar do malondialdeido (MDA) (e = 1,56 x 10° . M. mL?) (Winterbourn et
al., 1985).

Concentracdo de MDA: (Absorbancia/l,56)/concentracdo de proteina
3.5.2. Atividade da Catalase

A atividade da enzima Catalase foi determinada pela quantificacdo da
velocidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio em 240 nm de leitura de
absorbancia durante 8 min, pela enzima presente na amostra. Utilizou-se a solugéo de
peroxido de hidrogénio 10 mM em tampdo fosfato 0,2 M (pH 7,4). Para isso, foi
adicionado 150 pul desta solucdo na cubeta, com acréscimo de 30 puL da amostra, 120 pl
de &gua destilada e 2,7 ml de peroxido de hidrogénio.

Atividade da Catalase: (Absorbancia/0,071)/concentracdo de proteina
3.5.3. Quantificacéo de Nitrito

Para determinar a quantificacdo de nitrito (Griess Reagent System) nos
utilizamos uma placa de 96 pocos, acrescentamos 50 pl de amostra (duplicata), mais 50
pl Solucdo de Sulfanilamida (Dinamica), incubada por 5-10 min em temperatura
ambiente, protegida da luz, acrescentamos entdo mais 50 pl de Solugdo de NED
(Dinamica), incubada em temperatura ambiente por 5-10 min, protegida da luz.
Finalmente, mensuramos a absorbancia (550 nm) dentro de 30 min. Os resultados foram
compilados em uma posterior curva padrdo de nitrito (Neon) para determinar a
concentracdo (M) nas amostras, corrigidas pela concentracdo de proteina por método de
Bradford (mg).

3.5.4. Mensuracao de citocinas no encéfalo
A mensuracdo de citocinas pro-inflamatdrias no encéfalo foi realizada por

método de ELISA em 450 nm de leitura de absorbancia seguindo as orienta¢6es do kit de
andlise, sendo o kit Cloud-Clone Corp SEA079Ra para a mensuragéo da citocina IL-6, e
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o kit Cloud-Clone Corp SEA133Ra para a mensuracao da citocina TNF-a, corrigidas pela
concentracdo de proteina por método de Bradford (mg).

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Analise de variancia (ANOVA) com um critério seguida de pds-teste de
Tukey para andlise da curva de dose de BCP (Figura 4) e para analise do nimero de
entradas na area da plataforma (Figura 7C). ANOVA com dois critérios seguidas de pos-
teste de Tukey para as demais anélises, considerando o grau de significancia de 95% (p
< 0,05). Todos os dados foram expressos como média e desvio padrdo da média (DPM)
ou erro padrdo da média (EPM).
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4. RESULTADOS

41. A DOSE DE 50 mg/kg DE BCP APRESENTOU MELHOR
RESPOSTA A INDUCAO DE SICKNESS BEHAVIOR

Avaliamos o desempenho das doses de 25, 50 e 75 mg/kg de BCP sobre as
alteracdes comportamentais de sickness behavior induzidas por LPS. A dose de 50 mg/kg
de BCP foi capaz de induzir maior distancia percorrida, menor tempo de imobilidade e
maior velocidade média em relacdo as outras doses testadas, apesar de ndo haver
diferenca estatistica entre as doses (Figura 4) diante a inducdo de sickness Behavior 2 h
apos a inoculagdo de LPS. Portanto, as anélises posteriores dos efeitos do BCP foram
investigadas sobre esta dose.
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Figura 4. Curva dose resposta de BCP: As doses de 25, 50 e 75 mg/kg de BCP foram avaliadas por
perspectiva de comportamento exploratério em CA ap6s 2 h da inoculagdo de 1 mg/kg de LPS (Figura 1A),
sendo os dados expostos como média = D.P.M.

42. O TRATAMENTO AGUDO COM BCP INIBIU O DEFICIT
LOCOMOTOR INDUZIDO POR LPS

A inducdo de sickness behavior induzido por LPS é refletida em CA pela
baixa da atividade exploratdria. Igualmente nds demonstramos esse efeito 2 e 4 h apds
sua inoculacdo, sendo esse efeito mais significativo as 2 h e se refletindo pela baixa
distancia percorrida, alta imobilidade e diminuicéo da velocidade media em CA obtida
pelos animais inoculados e ndo tratados com BCP em relagdo ao grupo controle (Figura
5).

Entretanto, apesar do tratamento com 50 mg/kg de BCP ter mantido o efeito
de baixa mobilidade nos animais, ele pdde manter a velocidade média a niveis basais no
pico de alteracBes comportamentais induzidos por LPS (2 h) (Figura 5E). Porém 4 h apés
a inoculacgao esse mesmo efeito ndo foi observado, indicando que o tratamento agudo com
BCP melhorou a qualidade da atividade motora no pico das alteragcbes de sickness
behavior até pelo menos 150 min apos o tratamento.
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Figura 5. Atividade exploratéria em CA 2 e 4 h apds a inoculacdo: Todos os dados sdo apresentados
como média £ E.P.M.. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; n.s. ndo significativo.

43. O TRATAMENTO COM BCP INDUZIU MAIOR ATIVIDADE
EXPLORATORIA NA REGIAO CENTRAL DO CA.

Apesar do tratamento com BCP (50 mg/kg) néo ter alterado o tempo de
exploracdo na regido central do aparato 150 e 270 min ap06s o tratamento (Figura 6A), a
atividade exploratoria na regido central foi significativamente maior 150 min, poréem néo
em 270 min (Figura 6B). Sugerindo assim, uma alteracdo comportamental dependente do
tempo pos tratamento. Portanto, o tratamento com BCP induziu uma maior atividade na
regido central de CA. Por outro lado, nos animais inoculados com LPS, o tratamento com
BCP né&o induziu as mesmas alteragdes na regido central do CA (Figura 6D; E).
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Figura 6. Atividade exploratdria na regido central do CA 150 e 270 min apés tratamento com BCP
ou Veiculo: (A, D) Tempo de exploragdo na regido central; (B, E) Distancia percorrida na regido central;
(C, F) Representacdo grafica da trajetéria em CA em 150 min, os pontos azuis representam o local onde os
animais se encontravam no inicio do registro da trajetdria, enquanto que os pontos vermelhos representam
onde os animais se encontravam no final do registro. Todos os dados sdo apresentados como média +
E.P.M.. * p < 0,05 entre os grupos em 150 min.

44. O COMPRIMENTO DO LAM IMPOSSIBILITOU A
DETERMINACAO DOS EFEITOS DO BCP

A anélise da laténcia dos dias de treino ndo revelou diferenca entre os grupos,
bem como, o grupo controle ndo apresentou robusta curva de aprendizado, dada pela néo
significancia entre os dias de treino (Figura 7A). Da mesma forma, no dia de teste a
analise de exploracdo dos primeiros 30 s de teste o grupo controle ndo apresentou
preferéncia a Zona Alvo (ZA) em relacdo a média das Outras Zonas (ZO) (Figura 7B),
demonstrando ndo formacdo de memoria espacial da plataforma. Ademais, o0 grupo
LPS/Veiculo demonstrou significativo maior nimero de entradas no espaco do qual a
plataforma estava nos dias de treino em relagdo ao grupo controle (Figura 7C) mesmo
sem preferéncia significativa por ZA (Figura 7B).
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45. O TRATAMENTO AGUDO COM BCP AUMENTOU O ESTRESSE
OXIDATIVO NO ENCEFALDO.

O pré-tratamento agudo com BCP (50 mg/kg) aumentou a peroxidacao
lipidica 2 h apds a inoculacdo de LPS (Figura 8B). Ademais, apesar da média do grupo
LPS/BCP ser superior as demais médias na mensuracdo da atividade da Catalase, a
mesma n&o é significativamente diferente das demais (Figura 8A).
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Figura 8. Atividade oxidativa no encéfalo 2h apdés a inoculacdo de LPS: (A) Atividade da enzima
Catalase. (B) Concentracdo de MDA determinada por TBARS. (C) Concentragdo de Nitrito. Todos 0s
dados sdo apresentados como média + E.P.M.. * p < 0,05, ** p<0,01 em comparagdo com 0 grupo
LPS/BCP.



23

4.6. A INOCULACAO DE LPS E O TRATAMENTO COM BCP NAO
INDUZIRAM ALTERACAO NO NIVEIS DE CITOCINAS

A andlise da mensuracéo das citocinas IL-6 e TNF-a no encéfalo nao revelou
alteracOes das respectivas concentragdes entre os grupos analisados 2 h ap6s a inoculagéo
de LPS (Figura 9). Isso sugere que nem a inoculacéo de LPS conseguiu induzir expressdo
das respectivas citocinas e nem mesmo 0 pré-tratamento agudo-sisttmico de BCP
demostrou alterar essas concentracGes no encefalo.

i
=

TNF-o IL-6

®
=
g

3 Salina
B3 LPS

concentracio (pg/mg)
a <o ;
> > >
> = >
concentracio (pg/mg)
- (=)
=3 =
i

[
>
<

=
I

Veiculo BCP Veiculo BCP

Figura 9. Concentragao de citocinas pro-inflamatorias no encéfalo 2h apds a inoculagédo de LPS: (A)
Concentracdo de TNF-a. (B) Concentragdo de IL-6. Todos os dados sdo apresentados como média +
E.P.M..
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5. DISCUSSAO

5.1. O TRATAMENTO AGUDO COM BCP MANTEVE A QUALIDADE
DO MOVIMENTO NO PICO DAS ALTERACOES DE SICKNESS
BEHAVIOR

O LPS induz alteragdes comportamentais de sickness bahavior que perduram
por 24 h, sendo o pico de alteracbes comportamentais 2 h apds a inoculacdo. Esse pico
esta relacionado diretamente aos niveis de citocinas pro-inflamatorias no soro e no SNC
(Dantzer, 2004). Mais recentemente foi demonstrado que essas alteracGes
comportamentais induzidas por LPS estdo diretamente relacionadas a ativacdo de
receptores de IL-1p expressos em neurdnios do hipocampo (Li et al., 2017).

Diante disso, o tratamento com BCP manteve as alteracdes induzidas por LPS
de diminuicéo da atividade locomotoraem CA 2 e 4 h ap0s a inoculacgdo (figura 4), porém
0s animais tratados com BCP mantiveram a velocidade de locomocdo somente no pico
das alteracdes de sickness behavior (Figura 5E). Isso demonstra que o tratamento com
BCP pbde manter a qualidade do movimento por pelo menos 150 min ap6s o tratamento
e a0 mesmo tempo manter as alteracbes de sickness behavior. Essas alteragdes
comportamentais induzidas por processo infeccioso/inflamatério em mamiferos sdo
essenciais a sobrevivéncia e recuperacdo do hospedeiro, bem como, estdo relacionadas a
diminuicdo da transmissdo do patégeno (Hart, 1988; Dantzer, 2004). Por outro lado,
sugerimos a recuperacdo da velocidade locomotora a um efeito analgésico e periférico
exercido pelo tratamento. Klauke et al (2014) demonstraram que o tratamento com BCP
exerce um efeito analgésico dependente da ativacdo do CB2R, e esse efeito foi
relacionado a uma atenuacdo do processo inflamatorio. Ademais, o efeito anti-
inflamatorio do tratamento com 50 mg/kg de BCP também é presente em animais nocaute
para CB2R (Gertsch et al., 2008), sugerindo assim outras vias de atuacdo dessa droga.

Portanto, nossos resultados sugerem o tratamento agudo com BCP como
droga analgésica e anti-inflamatéria, exercendo esse efeito até pelo menos 150 min apds
o0 tratamento e que, além disso, ndo apresenta promover alteracdo no comportamento de
sickness behavior.

5.2. TRATAMENTO AGUDO COM BCP INDUZIU AUMENTO DA
ATIVIDADE EXPLORATORIA EM REGIAO AVERSIVA

O tratamento agudo com BCP induziu maior atividade no centro do aparato
de CA 150, mas ndo em 270 min ap6s o tratamento (Figura 6). Esse mesmo efeito
exercido pelo BCP ja foi observado recentemente 15 min apos o tratamento e atribuido a
um efeito ansiolitico da droga, sendo este efeito revertido pelo uso de antagonistas de
CB2R (Bahi et al., 2014). De fato, comumente esse aumento ou diminui¢édo da atividade
no centro do aparato de CA é reportado com ansiolitico ou ansiogénico, respectivamente.
Similarmente, Garcia-Gutierrez et al (2012) demonstraram que o tratamento agudo com
agonista sintético de CB2R tem efeito ansiolitico, enquanto que o tratamento agudo com
0 antagonista de CB2R tem efeito ansiogénico, curiosamente, o tratamento crénico tem
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efeito inverso, sendo o0 agonista induzindo um efeito ansiogénico e 0 antagonista
induzindo um efeito ansiolitico, sendo os efeitos do tratamento cronico atribuidos a
mudanca de expressao de receptores GABA no cortex e na Amidala (Garcia-Gutierrez et
al., 2012). Por outro lado, Li & Kim (2016) reportaram que uso de camundongos nocaute
para CB2R e 0 uso de tratamento agudo de antagonista ndo possuem nenhum efeito sobre
0 comportamento de exploracéo a regides aversivas em testes padrdo de comportamento
semelhante ao ansioso, entretanto o uso de camundongos nocaute para receptores
canabindides é questionavel pois 0 SEC esta presente no desenvolvimento do SNC
(Harkany et al., 2007; Li & Kim, 2016a). Ademais, ¢é discutivel se 0os mais recorrentes
testes de modelo murino para a analise do comportamento semelhante ao ansioso, tais
com CA, labirinto em cruz elevado, caixa claro-escuro e labirinto em zero, de fato avaliam
com precisdo tal comportamento, pois outros comportamentos podem alterar o tempo e a
atividade exploratoria em regides aversivas nesses testes (Ennaceur & Chazot, 2016).
Sendo assim, preferimos reportar esse resultado como aumento de atividade na regido
aversiva de CA.

Além disso, recentemente foi demonstrado que a super-expressao de CB2R
de neurénios glutamatérgicos do hipocampo também induziu aumento da atividade no
centro do aparato de CA sem alterar o comportamento no labirinto em zero, e a maioria
das alteracfes nos teste relacionados a memdria de trabalho e de longo prazo foram
associados a presenca ou ndo de CB2R em microglia (Li & Kim, 2017). Isso sugere que
aumento da atividade no centro do aparato de CA pode ndo estar necessariamente
associada a um efeito ansiolitico, bem como, as alteragdes comportamentais provenientes
da acdo do SEC, ndo necessariamente estdo envolvidas com a presenca ou ndo dos
receptores canabindides em neurdnios.

Por outro lado, esse comportamento pode estar relacionado a via mesolimbica
de recompensa. A ativacdo crénica de CB2R no hipocampo aumenta a transmissdo
sinaptica excitatoria (Kim & Li, 2015), complementarmente, camundongos nocaute para
CB2R tem enfraquecimento de transmissdo sinaptica excitatoria no hipocampo (Li &
Kim, 2016b). Bem como, o fortalecimento da sinapse hipocampo-nucleus accumbens
aumenta o comportamento direcionado a objetivos similarmente como o uso de
antidepressivos estd associado ao fortalecimento dessa via, e diferentemente como o
estresse crénico esta associado ao enfraquecimento da mesma (LeGates et al., 2018). O
nucleus accumbens tem papel importante na via mesolimbica sobre a regulacdo dos niveis
de dopamina, estd associado a regulacdo da atividade motora e também a alteracdes
comportamentais provenientes do uso drogas de abuso, entretanto, sua funcdo nédo é
totalmente lucidada, porém a entrada hipocampo-nucleus accumbens apresenta papel
importante na regulacdo da atividade dessa area (Perez & Lodge, 2018; Scudder et al.,
2018). Portanto, a ativacdo de CB2R em neurdnios glutamatérgicos do hipocampo pode
alterar e/ou ajudar a explicar o comportamento de aumento da atividade em regides
aversivas via nucleus accumbens.

Ademais, o SEC também est4 envolvido na regula¢do da via mesolimbica
pela presenca de CB2R em neur6nios dopaminérgicos da area tegmentar ventral (Zhang
et al., 2014). Concomitantemente, o tratamento crdonico com agonista de CB2R inibe a
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auto administracao de cocaina e a alta atividade induzida pela cocaina em modelo murino,
sendo esses efeitos ndo observados em camundongos nocaute de CB2R (Xi et al., 2011).

Por tanto, a via mesolimbica de recompensa tem papel importante na
alteragBes comportamentais no uso de drogas de abuso e na atividade motora, porém sua
fungéo ainda ndo foi totalmente lucidada, similarmente o SEC demonstra ter papel
regulador nessa via, mas também apresenta papel importante na formagdo de memoria e,
possivelmente, no comportamento semelhante ao ansioso. Entretanto mais estudos sdo
necessarios para lucidar a funcdo do SEC no SNC sobre o que diz respeito a sua presenca
em neurénios, mas também sobre sua presenca células glias e como essa interacdo altera
0 comportamento. Ademais é importante investigar as alteracbes comportamentais do
tratamento agudo, bem como, as consequéncias do tratamento cronico de agonistas de
CB2R.

5.3. O COMPRIMENTO DO LAM PODE TER IMPOSSIBILITADO A
DETERMINACAO DOS EFEITOS DO BCP

A andlise dos dias de treino do LAM néo revelou formacdo de curva de
aprendizagem no grupo controle, portanto, ndo foi possivel discriminar possiveis déficits
de aprendizagem nos grupos LPS ou BCP (50 mg/kg) (Figura 7A). Ademais, a analise do
dia de teste ndo revelou preferéncia dos grupos controle pela ZA, impossibilitando,
também, discriminacdo de possiveis déficits de memoria entre os grupos (Figura 7B).
Acreditamos que o comprimento do aparato ndo possibilitou a discriminagéo dos grupos,
sendo 0 mesmo impréprio para analise de aprendizado e memaria de camundongos suicos
fémea adultos. O comprimento do LAM se apresenta fundamental para a analise
discriminatoria dos grupos (Vorhees & Williams, 2006). Noh et al (2014) apresentaram
resultado semelhante utilizando camundongos ICR machos e 1 m de didmetro de aparato,
porém utilizando 10 cm de didmetro de plataforma, ademais os animais inoculados com
LPS também demonstraram maior tempo de permanéncia na zona do qual estava a
plataforma em relacéo ao controle, apesar de néo significativo (Noh, Jeon, & Seo, 2014).
Esse Gltimo estudo e nossos resultados com os grupos do Experimento A sustentam a
qualidade de nossos resultados no LAM.

Mais interessante, os animais dos quais foram inoculados com LPS
demonstraram maior numero de entradas no espaco da plataforma em relacdo aos grupos
que ndo receberam LPS, sendo essa diferenca significativa entre os grupos que ndo foram
tratados com BCP (Figura 7C). Acreditamos que esse comportamento se deve a um
aumento da dificuldade do teste para os animais que receberam LPS. Isso pode ser
observado pelo aumento do tempo de laténcia no primeiro dia de treino nesses animais
(Figura 7A). Essa maior dificuldade, dada por um possivel déficit cognitivo ou motor
nesses animais 24 h apds a inoculacdo, poderia ter induzido maior prioridade para
formacdo da memdria espacial da area da plataforma. Entretanto, temos poucos dados
para sustentar essa hipotese.
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5.4. O TRATAMENTO AGUDO COM BCP AUMENTOU O ESTRESSE
OXIDATIVO NO ENCEFALO

O tratamento cronico com agonistas de CB2R demonstra a capacidade de
reduzir o estresse oxidativo presente em modelos animais de doencas neurodegenerativas
(Gomez-Galvez et al., 2016). Da mesma forma, o tratamento crénico com BCP também
demonstra esse efeito pela diminuicdo da peroxidacéo lipidica e de nitrito, e aumento da
atividade da CAT, da superoxido dismutase, e da glutationa (Javed et al., 2016; Ojha et
al., 2016; Hashiesh et al., 2020).

Diferentemente, nGs observamos que o tratamento agudo com BCP aumentou
significativamente a peroxidacdo lipidica e a concentracdo de nitrito nos animais que
receberam LPS, bem como, também é observado um aumento da atividade da CAT nesses
mesmos animais, mesmo que nao significativo (Figura 8). Similarmente aos nossos
resultados, Merigui, et al (2012) demonstraram que a exposicao a um agonista de CB2R
em células micrdglias expostas ao LPS exacerba a producéo de nitrito 30 min depois da
exposicao, entretanto 0 mesmo nao é verdade 4 h apds a exposicao, ademais esses efeitos
ndo ocorrem na presenca de antagonista de CB2R.

Portanto, apesar do tratamento cronico com BCP demonstrar ser muito
efetivo na diminuicdo do estresse oxidativo, o tratamento agudo, por outro lado parece
demonstrar aumento do estresse oxidativo principalmente em micro-ambientes
neuroinflamatdrios. Acreditamos que esse efeito pode ocorrer pelo aumento da bio-
disponibilidade de endocanabindides logo apds o tratamento agudo. O principal
endocanabinoide responsavel pela ativacdo de CB2R é o 2-araquidonilglicerol (2-AG). A
sintese de 2-AG no encéfalo ¢ dada pela atividade da diaglicerol lipase B (DAGL-p), essa
enzima converte o diaglicerol em 2-AG, por outro lado a monoaglicerol lipase (MAGL)
converte 2-AG em glicerol e acido araquidénico (AA), do qual, este Gltimo é o principal
produto para a producado de prostaglandinas via COX2. Portanto, a ativacdo de CB2R por
BCP ampliaria a bio-disponibilidade de 2-AG, 0 que por sua vez exacerbaria a atividade
da COX2, da qual é induzida por LPS no encéfalo. Similarmente, a inativacdo da DAGL-
B (Wilkerson et al., 2016), e da MAGL (Nomura et al., 2011), tem demonstrado amplo
efeito anti-inflamatério em modelos murinos de neuroinflamacéo via diminuicdo da
biodisponibilidade de AA e consequente supressao do efeito da COX2. Entretanto, ainda
possuimos poucos dados para confirma essa hipotese.

Apesar de toda peroxidacdo lipidica induzida, o desafio com LPS ndo
demonstrou a inducdo de citocinas pro- inflamatdrias. J& é bem caracterizado, o LPS
como indutor citocinas pro-inflamatoria que apresentam, essencialmente, papel
comunicativo (Dantzer, 2004). A janela de atuacdo das citocinas pro-inflamatdrias €
igualmente bem descrita e fundamental para a pesquisa da progressdo de doencas
inflamatdrias (Norden, Trojanowski, Villanueva, Navarro, & Godbout, 2016; Skelly,
Hennessy, Dansereau, & Cunningham, 2013). Por tanto, a ndo indugdo do aumento de
concentracdo de TNF-a e IL-6 ap0s inoculagdo de LPS (Figura 9) nos nossos resultados
nos sugere a repeti¢cdo dos ensaios para a determinagédo das concentracdes dessas citocinas
apos o pre-tratamento agudo-sistémico com BCP.
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6. CONCLUSOES

O tratamento agudo-sistémico com BCP recuperou a qualidade do movimento em
modelo de inflamagdo sistémica, sendo esse efeito observado duas horas, mas néo
quatro horas ap6s a inoculagdo de LPS.

O tratamento agudo-sistémico com BCP induziu maior atividade na regido
aversiva do CA, sendo esse efeito observado até pelo menos 150 minutos apds o
tratamento.

Os animais que receberam LPS apresentaram preferéncia pela regido periférica de
CA e o tratamento com BCP n&o alterou esse comportamento.

Em nossos resultados uso do LAM com 80 cm de didmetro de aparato,
demonstrou ndo ser eficaz para demonstrar formacéo de aprendizado e memoria
espacial em camundongos fémea adultos da linhagem Suico.

Os animais tratados com LPS demonstraram uma preferéncia pela area da qual
estava a plataforma no dia de teste do LAM.

O tratamento com BCP ndo alterou o comportamento de aprendizado e memdria
espacial no aparato do LAM.

O tratamento com BCP aumentou o estresse oxidativo no encéfalo em modelo de
neuroinflamacao 2 horas apds inoculacdo de LPS.

Em nossos resultados a inoculacdo de LPS e o tratamento com BCP ndo induziu
alteracdo nos niveis de citocinas.
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