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RESUMO

No sistema nervoso central a ciclooxigenase 2 (COX-2) é uma enzima constitutiva,
expressa por neurdnios de diferentes regides cerebrais, que atua na manutencdo da
homeostase neural, modulando a plasticidade sindptica e a geragdo de novos neurdnios.
Os Antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs) sdo farmacos de escolha que atuam na
inibicdo das enzimas COXs, sendo a nimesulida (NMS) um farmaco desta classe.
Diversos estudos vém demonstrando o papel dessas enzimas em disturbios neuroldgicos
e neuropsiquiatricos como a Doenca de Parkinson, Doenca de Alzheimer, epilepsia,
depresséo e esquizofrenia. Desse modo, 0 objetivo do presente trabalho foi investigar os
efeitos da inibicdo de COX-2 em camundongos infantis saudaveis sobre os critérios
comportamentais e bioquimicos, utilizando a NMS como ferramenta de bloqueio
farmacoldgico. Para isso, foram utilizados camundongos infantis Swiss, machos, com
idades entre 21 e 34 dias. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos:
(1) Veiculo, (2) NMS 2,5mg/kg, (3) NMS 5mg/kg e (4) NMS 10mg/kg. Duas inje¢des de
NMS/Veiculo foram administradas ao dia por via intraperitoneal. Ao longo do
experimento, diariamente, foi registrada a massa corporal dos animais e eles foram
submetidos aos testes comportamentais: Teste de campo aberto (TCA), labirinto em cruz
elevado (LCE), teste da caixa claro/escuro (TCE) e reconhecimento de novo objeto
(RNO). Além disso, as amostras dos encéfalos foram coletadas para as analises
bioquimicas. Os resultados demonstraram a inducdo de estresse oxidativo com niveis
aumentados de peroxidacéo lipidica no cértex e hipocampo, bem como a expressdo de
um comportamento ansiogénico, observado no LCE, possivelmente potencializado pelo
medo. No RNO, os animais do grupo NMS 5mg/kg apresentaram um déficit na memoria
de reconhecimento de novos objetos, e consequentemente, na memoria de curta duracao.
Dessa forma, nossos resultados demonstraram que a inibigdo in vivo de COX-2 em
animais infantis induz um comportamento tipo-ansioso possivelmente potencializado
pelo medo, porém néo afeta a exploracéo e a locomocao desses animais. Ainda, a inibicdo
de COX-2 induziu estresse oxidativo cortical e hipocampal. Portanto, a inibi¢cdo de COX-
2 em animais infantis e ndo inflamados pode comprometer fun¢es cognitivas como

memoria e aprendizado, bem como alterar o perfil oxidativo cerebral.

Palavras chave: Ciclooxigenases, AINEs, Comportamento, Estresse Oxidativo,

Nimesulida.



ABSTRACT

In the central nervous system, cyclooxygenase 2 (COX-2) is a constitutive enzyme,
expressed by neurons from different brain regions, which acts in the maintenance of
neural homeostasis, modulating synaptic plasticity and the generation of new neurons.
Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are drugs of choice that act to inhibit
COX enzymes, with nimesulide (NMS) being a drug of this class. Several studies have
demonstrated the role of these enzymes in neurological and neuropsychiatric disorders
such as Parkinson's Disease, Alzheimer's Disease, epilepsy, depression and
schizophrenia. Thus, the aim of the present work was to investigate the effects of COX-
2 inhibition in healthy infant mice on behavioral and biochemical criteria, using NMS as
a pharmacological blockade tool. For this, male Swiss infant mice, aged between 21 and
34 days, were used. The animals were randomly divided into four groups: (1) Vehicle,
(2) NMS 2.5mg/kg, (3) NMS 5mg/kg and (4) NMS 10mg/kg. Two injections of
NMS/Vehicle were administered intraperitoneally daily. Throughout the experiment, the
body mass of the animals was recorded daily and they were subjected to behavioral tests:
open field test (OFT), elevated plus maze (EPM), light/dark box test (LDBT) and novel
object recognition test (NORT). In addition, brain samples were collected for biochemical
analyses. The results demonstrated the induction of oxidative stress with increased levels
of lipid peroxidation in the cortex and hippocampus, as well as the expression of an
anxiogenic behavior, observed in the EPM, possibly potentiated by fear. In the NORT,
the animals of the NMS 5mg/kg group showed a deficit in the memory of recognizing
new objects, and consequently, in the short-term memory. Thus, our results demonstrated
that the in vivo inhibition of COX-2 in infant animals induces an anxious-like behavior
possibly potentiated by fear, but does not affect the exploration and locomotion of these
animals. Furthermore, COX-2 inhibition induced cortical and hippocampal oxidative
stress. Therefore, the inhibition of COX-2 in infantile and non-inflamed animals may
compromise cognitive functions such as memory and learning, as well as alter the cerebral

oxidative profile.

Keywords: Cyclooxygenases, NSAIDs, Behavior, Oxidative Stress, Nimesulide.
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1. INTRODUCAO

1.1 ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS E PLASTICIDADE NEURAL

A plasticidade neural corresponde a alta capacidade de adaptacao/resposta do
cérebro a uma infinidade de estimulos, promovendo alteracdes morfoldgicas e funcionais
no tecido neural, que constituem a base neurobioldgica dos processos de aprendizado e
memoria (FERRARI et al., 2001). Woodling e colaboradores (2016), utilizando um
modelo de doenca de Alzheimer em camundongos, mostraram que a inibicdo de
ciclooxigenase-2 (COX-2) aumenta os niveis de neurotransmissores como dopamina e
noradrenalina, além de prevenir os déficits de memdria em animais submetidos a uma
tarefa comportamental de discriminacdo de objetos (WOODLING et al., 2016).
Consistente com isso, estudos em humanos tém demonstrado niveis aumentados de
produtos de COX-2 no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes diagnosticados com
Alzheimer (COMBRINCK et al., 2006), indicando a participacdo dessa enzima na
patogénese das doencas neurodegenerativas.

Os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINESs) consistem um grupo diversificado
de substancias com propriedades similares, que atuam por meio da inibicdo das
ciclooxigenases 1 e/ou 2 (COX-1 e COX-2), enzimas responsaveis pela conversdo do
acido araquidénico (AA) em prostaglandinas (PGs) (Figura 1), as quais sdo mediadoras
pré-inflamatorias e responsaveis pelos sinais da inflamacdo (ROSENBLOOM,;
CRAVEN, 1983; SCHELLACK, NATALIE; SCHELLACK, GUSTAYV; FOURIE,
2015). Consequentemente, os AINEs sdo medicamentos amplamente utilizados pela
populacdo, sobretudo, para tratar dores e quadros inflamatérios. No entanto, esses
farmacos geram uma ampla gama de efeitos adversos a nivel de sistemas, tais como, o
sistema nervoso central (SNC), sistema gastrointestinal e cardiovascular, favorecendo o
aumento da pressao sanguinea, a retencdo de agua e sodio, a fibrilagéo atrial e o prejuizo
cognitivo, especialmente, déficits de memoéria (SCHELLACK, NATALIE;
SCHELLACK, GUSTAV; FOURIE, 2015; TURKOGLU, GOZDE; TURKOGLU,
SERHAT; KAYALI, SEHER; KARAHAN, 2016).
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Figura 1: Mecanismo de agéo dos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES).

O simbolo vermelho indica 0 mecanismo de acéo dos AINEs por meio da inibi¢do das enzimas

cicloxigenases (COXs).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A potenciacdo de longa duracdo (LTP, do inglés long-term potentiation) e a
depressao de longa duracéo (LDP, do inglés long-term depression) sdo dois processos de
plasticidade sinaptica dependentes de atividade associados a aquisicdo de memdria e
aprendizado (IZQUIERDO et al., 2008). Diversos estudos vém demonstrando o papel
fisiol6gico das enzimas COX-1 e COX-2 naqueles processos, e consequentemente, em
distdrbios neurol6gicos como a doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, epilepsia e
acidente vascular cerebral (VIJITRUTH etal., 2006; WARNER; MITCHELL, 2004). Um
estudo realizado por Albrecht (2007) avaliou o papel da COX-2 na plasticidade sinaptica
na amigdala de camundongos nocautes. O tratamento com o inibidor seletivo NS-398
reduziu significativamente a probabilidade da inducdo de LTP no ndcleo lateral da

amigdala, e os autores concluiram, que o LTP naquela regido € dependente da atividade
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da COX-2, e também, que ha uma intercomunicagéo entre COX-2 e éxido nitrico (NO) e

que essa relacdo pode modular a plasticidade sindptica (ALBRECHT, 2007).

Em estudos realizados no final do século XX mostraram que, sob condigdes
fisiologicas, no cortex cerebral e hipocampo, a COX-2 estd presente somente em
neurbnios e ndo é expressa em células gliais (YAMAGATA et al., 1993). Em
contrapartida, trabalhos mais recentes indicam que em processos patofisiologicos, tais
como transtorno do estresse pds traumatico e na Doenca de Alzheimer, os niveis de
expressao da enzima aumentam significativamente na microglia e astrécitos, contribuindo

para um quadro neuroinflamatério (KAHVECI, 2010).

O processo neuroinflamatorio é observado em diversas patologias neuropsicologicas,
neuropsiquiatricas e neurodegenerativas, com ativacdo anormal de células microgliais,
incluindo Esclerose Multipla, Doenca de Parkinson (HIRSCH; HUNOT, 2009a), além de
estresse e ansiedade, bem como, sindromes metabolicas como obesidade e diabetes
mellitus tipo 2 (LITTLE et al., 2022).

Por outro lado, no sistema nervoso central (SNC), na auséncia de estimulos lesivos
e infecciosos, a COX-2 é uma enzima constitutiva, importante na manutencdo da
homeostase, promovendo up-regulation da plasticidade neural e a geracdo de novos
neurdnios ou neurogénese (ROUZER; MARNETT, 2009; YANG; CHEN, 2008). O
processo de neurogénese ja é bem descrito na literatura, em diferentes espécies e com
estagios bem caracterizados, sendo preservado também, em humanos ao longo de toda a
vida (BOLDRINI et al., 2018). Nesse sentido, um estudo realizado em roedores adultos
fémeas da linhagem C57BL/6, demonstrou que a administracdo de inibidores de COX-2
(meloxicam e nimesulida), na dose de 10 e 20mg/kg inibiu o processo de neurogénese na
zona subventricular e no hipocampo desses animais, duas regides neurogénicas classicas
(GONCALVES et al., 2010; JURKOWSKI et al., 2020).

Evidentemente, tais achados apoiam a hipo6tese de participagdo da COX-2 na
modulacdo da plasticidade neural e outros estudos vém sendo conduzidos na tentativa de
compreender os mecanismos pelos quais 0s AINEs podem atuar na protecdo de doengas
neurodegenerativas (KOTILINEK et al., 2008). Nesse sentido, estudos recentes sugerem
que os inibidores de COX-2 diminuem o comportamento tipo-ansioso em animais
(GAMBLE-GEORGE et al., 2016) e podem representar uma nova abordagem ou

estratégia de tratamento para transtornos afetivos como depressao e ansiedade. Ainda, em
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animais submetidos a desafios inflamatorios, os inibidores de COXs apontam efeitos

neuroprotetores.

O modelo de neuroinflamacéo induzida por LPS (lipopolissacarideo) ja € bem
caracterizado e promove alteragcdes microgliais e diminui¢do da neurogénese. Bastos et
al., (2008) utilizando o referido modelo de neuroinflamacdo, avaliaram a neurogénese no
giro denteado (DG) de camundongos adultos marcados com bromodeoxiuridina (BrdU),
um marcador de proliferacdo celular. Os autores observaram uma diminuicédo
consideravel de células marcadas com BrdU, 7 e 21 dias, além de uma maior morte celular
no giro denteado dos animais, proporcional a dose de LPS administrada. Em
contrapartida, os pesquisadores observaram que o tratamento com inibidores seletivos e
ndo seletivos de COX-1 e COX-2 (indometacina e NS-398, respectivamente) ndo apenas
suprimiu a morte celular induzida por LPS, como também promoveu um efeito protetor
contra a reducdo da neurogénese (BASTOS et al., 2008). Portanto, € bem claro a
participacdo das enzimas COXs na modulagéo da plasticidade neural, e outros estudos
também evidenciam seus papéis nas doencas neurodegenerativas (WOODLING et al.,
2016; ZOU et al., 2020).

Ademais, outros estudos tém documentado que inibidores seletivos de COX-2,
tais como os celocoxibes, podem, de fato, auxiliar no tratamento de disturbios
neuropsiquiatricos como esquizofrenia e distirbio obsessivo-compulsivo, além de
distarbios do neurodesenvolvimento como transtorno do espectro autista (SETHI et al.,
2019). Esses achados atestam que os disturbios neuropsiquiatricos e neurodegenerativos
possuem um cunho inflamatério, e, portanto, o tratamento feito com AINEs (inibidores

de COXs) poderia, de fato, aliviar os sintomas relacionados aquelas mazelas.

1.2 CICLOOXIGENASE E FISIOLOGIA NEURAL

No encéfalo a COX-2 é distribuida em regi6es do cortex, hipocampo e hipotdlamo
sendo mais abundante em neurdnios glutamatérgicos hipocampais e corticais
(KAUFMANN et al., 1996). Tal localizagcdo implica envolvimento em processos de
aprendizado e memdria e na liberacdo de neurotransmissores (SMOLEN; BAXTER;
BYRNE, 2019). Embora apresente um papel constitutivo a nivel de SNC, a COX-2 pode
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ser induzida nas células gliais em resposta a processos lesivos e infecciosos e promover

a neuroinflamagé&o.

As enzimas COXs catalisam a conversdao do &cido araquidénico (AA) em
prostaglandinas (PGs) (Figura 1). Estas, por sua vez, sdo responsaveis por modularem as
sinalizacOes sinapticas, sobretudo a prostaglandina E2 (PGE2), cujo papel esta associado
a manutencao da excitabilidade de membrana, transmissao sinéptica e integracao, além
de atuar como um mensageiro na modulacgéo sindptica (YANG; CHEN, 2008). Estudos
tém demonstrado que os endocanabindides como 2- araquidonoilglicerol (2-AG) e 0 N-
aracdonoil-etanolamina ou Anandamida (AEA) sdo substratos para COX-2, e que a
degradacéo desses pode resultar em novos tipos de prostaglandinas (YANG et al., 2008;
YANG; CHEN, 2008). A degradacdo de ambos endocanabindides resulta na geracao de
AA, e este por sua vez, pode ser metabolizado pelas enzimas COXs, reiniciando o ciclo

e exacerbando o processo de neuroinflamagéo (ZOU; KUMAR, 2018).

Ao inibirem a acdo daquelas enzimas, os AINEs promovem alteragdes motoras
(HUI et al., 2018), comportamentais (TEELING et al., 2010) e fisiol6gicas (BINDU;
MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020). Um relato observado em humanos
constatou um quadro de distarbio psicotico induzido pelo uso crénico de indometacina
durante trés semanas, em que durante os dias de medicacdo, o individuo se mostrava
extremamente em alerta, irritivel e com alucinages visuais e auditivas (TURKOGLU,
GOZDE; TURKOGLU, SERHAT; KAYALI, SEHER; KARAHAN, 2016), porém, apds
a suspensdao da medicacdo, esses sintomas foram abolidos. Como j& discutido
anteriormente, 0s transtornos neuropsiquiatricos como depressdo e ansiedade, assim
como, as doencas neurodegenerativas, apresentam um carater neuroinflamatério. Nesse
sentido, uma variedade de estudos vém demonstrando a associa¢do entre inflamacéo e
estresse oxidativo (HE et al., 2020; HUSSAIN et al., 2016; LINDQVIST, 2016). No
entanto, ainda ndo estd completamente entendido se o0 estresse oxidativo é causa ou

consequéncia do processo inflamatdrio ou vice-versa.

1.3 CICLOOXIGENASE E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo caracteriza-se pelo desequilibrio entre a geragdo de espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONSs) e os mecanismos de defesa antioxidantes do
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organismo. De outro modo, os agentes oxidantes excedem a capacidade de defesa do
organismo, que inclui enzimas como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), além de outras moléculas como as vitaminas C e E, e com
isso, podem ocasionar danos a biomoléculas como DNA, lipidios e proteinas,
prejudicando o funcionamento da célula, e consequentemente, acarretando em
neurodegeneracdo e morte celular (BARBOSA; DE MEDEIROS; AUGUSTO, 2006).

Nesse contexto, uma serie de evidéncias vém demonstrando uma relacdo entre
estresse oxidativo e neuroinflamacgéo. A nivel de SNC, estudos conduzidos em cérebros
post-mortem de pacientes com doenga de Parkinson, evidenciaram a morte de neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra, seguida de superativacao de células microgliais, um
fator indicativo do processo neuroinflamatorio (HIRSCH; HUNOT, 2009b; LECOURS
et al., 2018). Ainda, diversos outros estudos apontam o envolvimento do estresse
oxidativo na etiologia e/ou progressao de doengas cardiovasculares, doengas pulmonares,
diabetes, cancer, doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer, além de,
desordens afetivas como depressdo e ansiedade (ANSARI A.; SCHEFF W., 2010;
LIGUORI et al., 2018).

A literatura cientifica apresenta diversos achados que evidenciam o papel da
COX-2 na patogénese dos transtornos de humor como o distirbio do estresse pos-
traumatico (PSTD). Um estudo realizado em 2018, conduzido em ratos Wistar modelo de
disturbio do estresse pds-traumatico (PSTD), buscou investigar os niveis de expressao de
COX-2 no hipocampo, bem como avaliar os efeitos da inibicdo de COX-2 naqueles
animais. Os autores concluiram que a COX-2 pode estar envolvida na patogénese do
PSTD, e que a inibicdo da sua expressdo possui papel neuroprotetor em animais modelo
do transtorno (WANG et al., 2018).

Em conjunto, esses dados certificam que uma ampla variedade de transtornos e
fatores enddgenos e exdgenos desencadeiam um mecanismo de neuroinflamacdo no
sistema nervoso central, cujo processo altera o parénquima cerebral, e consequentemente,
ocasiona déficits cognitivos e motores, com elevados niveis de citocinas proinflamatérias,

ativacdo de células gliais e niveis elevados de neurodegeneragdo (SHABAB et al., 2017).

O processo de neurodegeneracao eleva os niveis de radicais livres, 0s quais podem
prejudicar o funcionamento da maquinaria celular. O tecido neural é extremamente

vulneravel ao estresse oxidativo. Isto torna as diferentes espécies reativas (ERONS)
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importantes mediadores do processo de lesdo a nivel central, contribuindo para a
disfungdo mitocondrial, e consequentemente, para o quadro inflamatdrio, favorecendo a
liberagdo de citocinas prdinflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina 6 (IL-6), bem como a expressao de fatores de transcricdo como o fator de
transcricao nuclear kappa B (NF-xB) (HUSSAIN et al., 2016).

Dessa forma, varios estudos tém buscado identificar biomarcadores indicativos do
dano oxidativo. Dentre esses marcadores, destacam-se 0S isoprostanos, 0S niveis
plasmaticos e séricos de malondialdeido (MDA), dosagens de nitrito e nitrato, assim
como os niveis das enzimas de defesa antioxidantes como SOD, CAT e GPx (DHAMA
et al., 2019). Um dos biomarcadores mais bem estudados e estabelecidos é 0 MDA, um
metabolito derivado do processo de peroxidacéo lipidica, no qual, as ERONs atacam 0s
acidos graxos insaturados presentes nas membranas celulares, e alteram a permeabilidade,
fluidez e integridade destas estruturas (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). A
quantificacdo dos niveis de MDA ¢ avaliada, sobretudo, por meio de uma reagdo
colorimétrica com o acido tiobarbitarico (TBA) (BEZERRA et al., 2004).

Nesse ambito, a literatura mostra uma relacdo bem estabelecida entre niveis
aumentados de marcadores do estresse oxidativo e o desenvolvimento de comportamento
tipo-ansioso em roedores (SALIM et al., 2010). Ainda, alguns estudos vém demonstrando
a associacao genética entre estresse oxidativo e transtornos de ansiedade (HASSAN et
al., 2014).
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1.4 USO INDISCRIMINADO DE ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

No Brasil, os AINEs, analgésicos e antipiréticos sdo os medicamentos mais
prescritos na faixa etaria pediatrica. Particularmente, alguns desses medicamentos sao
isentos de prescricdo (MIPs), o que os torna de facil aquisicdo por qualquer individuo.
Além disso, muitas vezes sdo utilizados em indicacdes, doses, faixa etéria e frequéncias
para os quais ndo foram aprovados, configurando o uso “off label” (FERREIRA; LOPES,
2016). Por outro lado, em paises desenvolvidos, a indicacdo daqueles medicamentos é
extremamente restrita. Na Europa, por exemplo, somente dois farmacos estdo aprovados

para o tratamento de febre em criancgas: paracetamol e ibuprofeno (AGENCY, 2009).

A isencdo da prescricdo médica garante a seguranca e eficacia dos MIPs, mas ndo
a isencdo de orientacdo para 0 Seu uso, pois podem acarretar riscos e ocasionar danos a
salde se utilizados de forma indevida. O boletim epidemioldgico n°® 9 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de 2020, constatou que os MIPs representam
cerca de 30% das vendas no mercado farmacéutico total. No Canad4, em 2018, foram
gastos mais de 6 milhdes de dolares com MIPs, enquanto que nos Estados Unidos, no
mesmo ano, foram gastos cerca de 35 bilhGes de dolares (BRASIL, 2020; RODRIGUES,
2017).

A automedicacdo é uma pratica corrente no Brasil. Um estudo realizado por Arrais
etal., (2016) avaliou a prevaléncia e os fatores associados a automedicacgdo nas diferentes
regides brasileiras. Os autores constataram que a maior prevaléncia ocorreu em mulheres
residentes nas regides Norte, Nordeste ou Centro Oeste, sendo os anti-inflamatorios e 0s
relaxantes musculares as classes mais utilizadas, tendo a dipirona como o farmaco mais
consumido (ARRAIS et al., 2016). Um outro estudo buscou a incidéncia do consumo de
anti-inflamatorios esteroidais e ndo esteroidais entre universitarios de Imperatriz-MA. Os
resultados mostraram que a faixa etaria mais predominante foi entre 17 e 35 anos, sendo
o ibuprofeno o anti-inflamat6rio mais consumido, seguido da nimesulida (SILVA et al.,
2019).

Além da automedicacdo com o uso dos AINEs e devido a participacdo da enzima
COX-2 nos mecanismos fisiologicos de plasticidade sinaptica, degradacdo de

endocanabiondides bem como na liberacdo de neurotransmissores e desenvolvimento
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cerebral, faz-se necessario estudos que busquem avaliar de forma sistematica os efeitos
da inibicdo daquela enzima, em niveis basais, sobre 0 comportamento de animais infantis

in vivo.

Para isso, 0 presente estudo utilizou a nimesulida (NMS) como uma ferramenta
de bloqueio farmacoldgico, uma vez que ela é um inibidor seletivo da COX-2, pertencente
a classe das sulfonanilidas, cujo tempo de uso recomendado para indica¢6es como febre
e dor, geralmente é por cerca de 7 dias. Apesar de ser proscrita em alguns paises (por ex.:
EUA, Japdo e Alemanha), seu uso é liberado no Brasil, porém, somente para criancas
acima de 12 anos, embora ainda seja usada em idades inferiores. Curiosamente, alguns
estudos mostram casos graves e até fatais de hepatotoxicidade em pacientes que
receberam tratamento com nimesulida (ZHOU et al., 2017). Devido a esse efeito adverso
extremamente prejudicial, o uso de NMS foi, consequentemente, restringido ou retirado
do mercado em varios paises (KWON et al., 2019; TRAVERSA et al., 2003).

Por todo o exposto, € evidente a necessidade de estudos que busquem
compreender os efeitos implicados a inibicdo de COX-2, sobretudo em criancas, afim de
promover o uso racional desses medicamentos, e além disso, compreender 0s mecanismos

e funcdes moduladas pelas COX-2.
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2. OBJETIVO GERAL:
= |nvestigar os efeitos da inibicdo de COX-2 em camundongos infantis

saudaveis sobre os critérios comportamentais e bioquimicos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Mensurar a atividade exploratéria e locomotora em animais infantis
submetidos ao tratamento com inibidor de COX-2;

= Avaliar o comportamento tipo-ansioso em animais infantis tratados com
inibidor de COX-2;

= Avaliar o estresse oxidativo em diferentes areas do sistema nervoso central
de camundongos infantis tratados com inibidor de COX-2;

= Investigar possiveis déficits de memoria em camundongos infantis tratados
com inibidor de COX-2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

No geral, todos os animais utilizados no estudo (n=49) foram camundongos Swiss
machos infantis, com idades entre P21 e P34 dias e peso corporal em torno de 15-26g. Os
animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do Para e foram
mantidos em sala de acomodacao com temperatura controlada em torno de 25°C, exaustao
de ar e ciclo de claro/escuro de 12 horas no biotério do Laboratdrio de Neurofarmacologia
Experimental (LaNEX), localizado no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto. Os
animais foram alojados em gaiolas pléasticas (30 x 20 x 13 cm), com acesso ad libitum a
agua e a racdo. Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para, sob o niimero de registro N°
3286230918. Os animais foram mantidos em um periodo de habituacéo de 4 dias antes

do inicio dos experimentos.

O atual estudo levou em consideracdo os achados anteriores de Dutta e Sengupt
(2016) sobre a relacdo entre as idades de humanos e camundongos, associando que um
ano humano equivale a nove dias animais. Nesse contexto, todos os camundongos
utilizados no presente estudo tinham idades entre 21 e 34 dias (3-4 anos — de acordo com

a relacdo do estudo citado) e, portanto, dentro do periodo de infancia.

3.2 DROGAS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O bloqueio farmacoldgico da COX-2 foi realizado com o inibidor seletivo NMS.
Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos. (1) Grupo Veiculo, (2)
NMS 2,5mg/kg, (3) NMS 5mg/kg e (4) NMS 10mg/kg. O grupo Veiculo recebeu a
aplicacdo de PBS + DMSO (Dimetilsulfoxido) (Sigma Aldrich) a 0,1%, via
intraperitoneal (i.p.). Os demais grupos receberam aplicacao do inibidor seletivo de COX-
2, nimesulida (NMS), em trés diferentes doses (2,5; 5 e 10mg/kg), diluido em solucdo de
PBS + DMSO a 0,1%, via i.p.
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Ap0s 4 dias de aclimatacéo, todos os grupos foram submetidos ao tratamento (i.p.)
com NMS ou Veiculo duas vezes ao dia, em um intervalo de 12 horas entre uma aplicacao

e outra, ao longo de um periodo de 9 dias. O tratamento diario ocorreu entre 6h e 18h.

O presente experimento consistiu de duas partes. Na primeira, Figura 2-Parte I,
n=36, 0 objetivo foi avaliar a atividade locomotora e exploratéria, bem como, observar
as alteracbes comportamentais do tipo-ansioso em camundongos em periodo infantil
submetidos ao tratamento com o inibidor de COX-2 durante 9 dias. Desta forma, no 3° e
5° dia de tratamento, 2h ap6s a primeira administracdo, todos os grupos foram submetidos
ao teste comportamental do Campo Aberto. Novamente, ao 7° dia de tratamento, 2h ap6s
a primeira administracdo, todos os grupos foram submetidos ao teste comportamental do
Labirinto em Cruz elevado (LCE). Por fim, no 9° dia ap6s o inicio do tratamento, 0s
animais foram submetidos ao teste comportamental da caixa claro/escuro. No dia seguinte
(10° dia), os animais foram eutanasiados para a obtencdo do encéfalo para analises

bioquimicas.

Na segunda parte, Figura 2-Parte Il, n=13, o objetivo foi avaliar os efeitos da
inibicdo de COX-2 sobre os possiveis déficits de memaoria em animais infantis. Do mesmo
modo, os animais foram submetidos ao tratamento com o inibidor e com veiculo ao longo
de 9 dias, sendo, ao final, expostos ao teste comportamental de Reconhecimento de Novos
Objetos (RNO). No 10° dia, os camundongos foram eutanasiados para a obtencéo e
remocdo do encéfalo para a realizacdo das andlises bioquimicas.
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O PARTEI - EXPLORACAO E ANSIEDADE.

Tratamento via i.p.
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Grupos Experimentais:

1. Veiculo (PBS + DMSO 0,1%);
2. NMS 2,5mg/kg;

3. NMS 5mg/kg;

4. NMS 10mg/kg.

Figura 2: Representacao esquematica do delineamento experimental. Parte | -Exploracdo e Ansiedade. Parte 11 — Memodria.
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3.4 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

a) Teste do Campo Aberto (TCA)

O teste do campo aberto (TCA) é uma importante ferramenta para analise da
atividade locomotora e exploratoria em modelos animais, no qual o comportamento de
ratos e camundongos é avaliado por meio de padrdes comportamentais, considerados
indicativos de emocionalidade que correspondem ao comportamento do tipo-ansioso,
semelhante ao observado em humanos. Na Parte | do experimento, o teste foi realizado
no 3° e 5° dia de tratamento. Na Parte |1, o ensaio foi feito no 8° dia de tratamento, como
fase de habituacdo do teste de Reconhecimento de Novos Objetos (RNO). Em ambas as

partes, o teste foi realizado 2 horas ap0s a primeira administracao diaria.

O aparato de teste consiste em uma arena quadrangular (30 x 30 x 40 cm) feito de
acrilico, com as paredes na cor cinza e fundo transparente. O aparato utilizado possui
quatro arenas o que possibilita a realizacdo simultanea de quatro testes (Figura 3). Além
disso, o chdo do aparato foi dividido em 16 quadrados menores e 0 nimero de quadrados
cruzados (deslocamento horizontal) por cada animal foi quantificado, bem como, o
deslocamento vertical (quando o animal se posicionava sobre as patas traseiras). Durante
as sessdes de teste, cada camundongo foi gentilmente colocado no centro de cada arena
e, a exploracdo dos animais foi registrada com uma camera de video posicionada acima
do aparato, durante um intervalo de tempo de 5 minutos. Apos cada sessao, o0 aparato foi

limpo com alcool a 10% para eliminar possiveis pistas olfatdrias.

-y
)

7 —

Figura 3: Representacao ilustrativa do Teste de Campo Aberto.
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b) Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) é um instrumento muito valioso para
0 estudo da ansiedade em animais. Ao avaliar o conflito entre a tendéncia natural dos
animais em explorar um ambiente novo e em evitar situagdes que sejam potencialmente
perigosas ou aversivas (conflito de aproximacéo/esquiva), o LCE permite estimar o
padrdo de resposta dos animais a uma droga, bem como, avaliar seus efeitos e estudar
seus mecanismos de acdo (HALLER; ALICKI, 2012). O teste do LCE foi realizado na

Parte | do experimento, ao 7° dia de tratamento, 2 horas ap6s a primeira aplicacéo do dia.

O aparato do LCE consiste em dois bragos abertos e dois bragos fechados opostos
entre si. Os bracos fechados possuem paredes laterais com 40 cm de altura, e estendem-
se de um quadrado central tomando a forma de uma cruz, angulados em 90°, junto com
os bracos abertos (Figura 4). O aparato fica elevado a 40 cm do chdo. Cada animal foi
gentilmente colocado no centro do labirinto, com a cabeca voltada para um dos bracos
fechados, e podiam explorar livremente todo o aparato durante cinco minutos. Entre um
animal e outro, era realizada a limpeza do labirinto com algodéo e lcool a 10%. Foram
mensurados e analisados 0s seguintes parametros comportamentais: (1) nimero de

entradas nos bracos abertos e fechados; (2) comportamentos estereotipados (3) tempo de

permanéncia nos bragos abertos e (4) tempo de permanéncia nos bracos fechados.

o
=

Figura 4: Representagdo esquematica do Labirinto em Cruz Elevado.
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c) Teste claro-escuro

O teste claro-escuro assim como o LCE, também foi realizado na Parte I, e se baseia,
no paradigma da novidade e é comumente utilizado em neurociéncia comportamental
para o estudo do medo e ansiedade. Em geral, o teste se ancora na aversividade de
roedores a lugares excessivamente claros e potencialmente perigosos. Tal comportamento
estd associado a menor exposi¢do dos animais ao compartimento claro da caixa e ao
menor namero de transicdes entre as camaras. Farmacos ansioliticos aumentam o tempo
que o animal permanece no compartimento claro, enquanto que drogas ansiogénicas
diminuem o tempo gasto no mesmo compartimento. O teste foi realizado no Gltimo dia

de tratamento dos animais (9° dia), 2h ap06s a primeira administracao.

O aparato consiste de uma caixa de plastico com chdo transparente (21 x 42 x 25 cm),
o qual foi dividido em duas camaras de tamanhos iguais, por uma diviséria com uma porta
que conecta as duas areas (Figura 5). Uma das camaras possuia paredes brancas (camara
clara), e a outra, paredes escuras (camara escura). Os camundongos foram gentilmente
colocados no centro da camara clara e permitidos se mover livremente entre as camaras
por 5 minutos. O tempo gasto em cada uma das camaras e 0 numero de transicfes entre

elas foram registrados por uma camera de video posicionada acima do aparato.

2lcm

42 cm

Figura 5: Representacao esquematica da Caixa Claro-Escuro.
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d) Teste de Reconhecimento de Novos Objetos (RNO)

O teste de reconhecimento de novos objetos (RNO) consiste na tendéncia natural do
animal em explorar muito mais um objeto novo em detrimento de um objeto familiar
(“habitual”), num contexto conhecido. O teste é muito utilizado para estudar a memoria
de curto e de longo prazo, por meio da manipulacédo do intervalo de tempo entre a fase de
treino e a fase de teste (TAGLIALATELA et al., 2009). O ensaio experimental foi
realizado somente na Parte Il do experimento, com 0 mesmo aparato de campo aberto
quadrangular utilizado na Parte 1. Empregamos como objetos dois cones idénticos
pequenos, na cor branca, e feitos de porcelana. Apos cada tentativa, o aparato e os objetos
foram, cuidadosamente, limpos com alcool a 10% para remocao de possiveis pistas

olfativas.

O procedimento de teste foi baseado no protocolo publicado por Bevins e Besheer,
2006 (BEVINS; BESHEER, 2006) O teste de RNO consistiu de trés fases: habituacéo,
treino e teste. A primeira fase (habituacdo) ocorreu no 8° dia ap6s inicio do tratamento,
em que foi permitido aos animais explorarem o aparato livremente na auséncia dos
objetos durante cinco minutos. Vinte e quatro horas ap6s a sessdo de habituacdo, 0s
animais foram submetidos a sessdo de treino com intervalo de duracdo de 5 minutos cada,
contendo os dois objetos iguais (cones de porcelana). Apés a sessao de treino, cada animal
foi devolvido a sua gaiola de origem. Posteriormente, ap6s um intervalo de retencédo de
30 minutos, os animais foram recolocados nas arenas contendo agora um objeto familiar
(idéntico ao apresentado na sessdo de treino) e um objeto novo. Aos animais foi permitido
explorar livremente o aparato por um intervalo de 5 minutos, durante o qual foram
mensurados o tempo de exploragédo de cada objeto. O teste foi registrado por uma camera
de video posicionada acima do aparato. A Figura 6 apresenta o protocolo experimental
do teste RNO.
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Fase de habituacio (8° dpt) Fase de treino (9° dpt) Fase de teste (9° dpt)
st — Py — o
=) 24h =) 30 min 5

Meméria de Curta Duracio

Figura 6: Representagdo esquematica do Teste de Reconhecimento de Novos Objetos.

3.5 ENSAIOS BIOQUIMICOS

Apo6s os 9 dias de tratamento com o inibidor NMS, no 10° dia, os animais foram
eutanasiados por meio do deslocamento cervical. Em seguida, todo o encéfalo foi
removido, e posteriormente, separado as areas: cortex (Cx) e hipocampo (Hc). Logo apds,
foi preparado um homogenato de cada uma das areas separadamente com solucéo salina
(NaCl 0,9%). A seguir, os homogenatos foram centrifugados a 4000 rpm durante 2
minutos a 4°C para a obtencdo dos sobrenadantes, os quais foram coletados e

armazenados para a realizacdo dos ensaios bioquimicos em cada uma das areas cerebrais.

a) Ensaio de peroxidacéo lipidica
Para a determinacdo da lipoperoxidacdo, primeiramente se calculou a concentracdo
de proteinas no homogeneizado de cada uma das areas cerebrais separadamente, por meio
do método de Bradford, o qual utiliza como padréo solucdo de aloumina bovina, cujos

resultados foram obtidos por espectrofotometria e expressos em mg/mL.

A avaliacdo quantitativa da peroxidacdo lipidica nas duas areas dissecadas (Cx e Hc)
foi realizada conforme descrito previamente por Winterbourn (WINTERBOURN;
GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1985). O malondialdeido (MDA) é um produto
secundario da peroxidacdo lipidica e tem sido amplamente utilizado como um
biomarcador desse processo. A concentragdo dos niveis de MDA foi determinado pelo
método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), e a absorbancia foi lida
em um espectrofotdmetro Spectra mas plus 384-Molecular Devices Brasil, com
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comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram expressos como nano mol de MDA

por miligrama de proteina (nmol/mg proteina).

b) Quantificagdo de nitrito (NO2)

Nitrito ¢ um indicador da producéo de Oxido Nitrico (NO). NO é uma molécula de
sinalizacdo intracelular com varias a¢es neuromodulatorias no Sistema Nevoso Central.
A concentracdo de nitrito no sobrenadante foi determinada por ensaio colorimétrico
utilizando reagente de Greiss [0,1% de dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina, 1%
de sulfanilamida e 2,5% de acido fosforico] conforme descrito previamente por Green
(GREEN et al., 1982). Volumes iguais do sobrenadante e do reagente de Greiss (50 pL)
foram adicionados e misturados em uma placa e incubados por 10 minutos em
temperatura ambiente, protegidos da luminosidade. Logo apos, a absorbancia foi lida em
um espectrofotdmetro, modelo Spectra mas plus 384-Molecular Devices Brasil, com
comprimento de onda de 550 nm.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica baseou-se sobre a Analise de Variancia (ANOVA) com um e
dois critérios, seguidas de pos-teste de Turkey ou Bonferroni, aplicada, utilizando o
software Graph Prism, com nivel de significancia considerado de 95% (p <0,05). Todos

os dados foram expressos como média e erro padrdo da média (EPM).
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4. RESULTADOS

4.1 MASSA CORPORAL

Ao longo de todo o experimento os animais foram pesados, diariamente, a fim de
avaliar a variacdo de massa entre 0s grupos experimentais. Nossos resultados
demonstraram que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados
(p>0,05), e nem entre os tratados em relacdo ao grupo veiculo ao longo dos 9 dias de
experimento; o aumento de massa entre 0s animais ocorreu de modo proporcional,
indicando que as trés doses do inibidor administrada (NMS 2,5mg/kg, NMS 5mg/kg e
NMS 10mg/kg) nao interfere no aumento de massa fisiologico apresentado no periodo
infantil desses animais. A Figura 7 mostra 0 aumento de massa dos animais ao longo dos

dias de experimento.

NMS 10mg/kg
NMS 5mg/kg
NMS 2,5mg/kg
Veiculo

AR

Massa corporal (g)

Dias de tratamento

Figura 7: Efeitos da inibicdo de COX-2 sobre a massa corporal. Os valores séo representados como media + erro
padrdo da média (EPM). ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni; p>0,05; n= 9 por grupo.

4.2 TESTE DE CAMPO ABERTO (TCA)
Os animais foram submetidos ao TCA no 3° e 5° dia de tratamento, na Parte | do

experimento. A analise do comportamento exploratério, isto é, o nimero de quadrados
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cruzados (deslocamento horizontal, Figura 8A) por cada animal, revelou que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados em ambos os dias (p>0,05);
do mesmo modo, o deslocamento vertical (Figura 8B) também indicou que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos avaliados, 0 que nos possibilitou inferir que néo
houve comprometimento motor associado a atividade exploratéria dos animais. Em
contrapartida, apesar de ndo expressar significancia estatistica, os animais do grupo que
receberam a dose de NMS 2,5mg/kg apresentaram uma tendéncia em diminuir o
deslocamento horizontal na segunda vez em que foram submetidos ao aparato, durante a
segunda sessdo de teste, no quinto dia pds inicio do tratamento (5° dpt). Na Figura 8 séo
exibidos os efeitos da inibicdo de COX-2 sobre o deslocamento horizontal e vertical por
cada grupo submetido ao TCA.

A
3 Veiculo

— 60+ 3 NMS 2,5mglkg
g NMS 5mg/kg
I . NMS 10mg/kg
S ,§° 40-
S g
€9

o
“ g
O ~
o
[T}
]
)
B

60+
= 3 Veiculo
-é _} 3 NMS 2,5mg/kg
g 40- -} {_ g 'I' _} _} 3 NMS 5mg/kg
2 : NMS 10mg/kg
S ’
5
S 20-
S
(7]
[¢]
o

0

3° dpt 5° dpt

(Legenda na pagina seguinte)



31

Figura 8: Efeitos da inibicio de COX-2 sobre o deslocamento horizontal e vertical em camundongos
submetidos ao TCA. Os animais foram submetidos a duas sessdes de testes, uma no dia 3 (3° dpt) e outra no dia 5
(5° dpt) pos inicio do tratamento. A) Deslocamento horizontal. B) Deslocamento vertical. Os valores foram expressos
como média * erro padrao da média (EPM). ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni; p>0,05;

n= 9 por grupo.

4.3 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

A anélise do comportamento tipo-ansioso no LCE foi realizada no sétimo dia pds
inicio do tratamento (7° dpt) e uma Unica vez, 2h apds a primeira administracdo diéria de
NMS. A Figura 9 mostra o efeito da inibicdo de COX-2 sobre o nimero de entradas em
ambos o0s bracos do aparato, bem como, 0os comportamentos estereotipados apresentados
pelos animais submetidos ao LCE. Nossos resultados ndo revelaram diferenca estatistica
significativa em relagéo ao grupo veiculo quando comparados o nimero de entradas nos
bracos abertos ou fechados (Figura 9A). Entretanto, numa comparacdo intragrupo, 0s
dados sugerem que os animais tratados com as maiores doses do inibidor NMS (5 e
10mg/kg), realizaram, em media, um maior nimero de entradas nos bracos fechados em
relacdo aos bracos abertos do aparato (Figura 9A), o que pode ser tomado como um
comportamento ansiogénico, uma vez que 0s animais se expdem menos ao ambiente

externo, considerado um ambiente potencialmente aversivo.

No LCE outros comportamentos podem ser avaliados para mensurar a avaliacao
de risco (“risk assessment”) e o comportamento defensivo do animal, a saber: Stretched
(espreitas), Head Dippings (exploracdo com a cabeca abaixo do chdo dos bracos abertos)
e Grooming (autolimpeza). Dessa forma, nossos resultados demonstraram que 0s animais
dos grupos NMS 2,5mg/kg e NMS 5mg/kg apresentaram um aumento no nimero de
espreitas (Stretched) quando comparados ao grupo veiculo (Figura 9B). Por outro lado,
0s grupos NMS 5mg/kg e NMS 10mg/kg apresentaram uma diminuicdo no nimero de
Head Dippings em compara¢do com os grupos veiculo e o NMS 2,5mg/kg. Nao houve
diferenga estatistica significativa no niamero de Grooming entre os grupos avaliados. A

Figura 9B exibe as analises de tais comportamentos.
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Figura 9: Efeitos da inibi¢do de COX-2 sobre o nimero de entradas aos bragos abertos e fechados e os comportamentos
estereotipados por animais expostos ao LCE. A) Numero de entradas aos bragos abertos e fechados do LCE. B)
Comportamentos estereotipados. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). ANOVA de duas
vias seguida pelo teste post hoc de Tukey; (a) indica p<0,05 em comparagéo com o grupo veiculo; (b) indica p < 0,05 em

comparacdo com o grupo NMS 2,5 mg/kg; n=9 por grupo.
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A Figura 10 representa o tempo de permanéncia de cada grupo exposto aos bracos
abertos e fechados do LCE. Nossos resultados indicaram que os animais que receberam
as duas maiores doses do inibidor NMS (5mg/kg e 10mg/kg, respectivamente)
permaneceram por menos tempo nos bragos abertos em comparagdo com o grupo veiculo
(Figura 10A) (p< 0,05). Além disso, quando avaliado o tempo gasto no braco fechado, o
grupo que recebeu a dose de NMS 10mg/kg passou mais tempo nos bracos fechados
quando comparado com o grupo veiculo (Figura 10B). Tais resultados complementam os
resultados anteriores (Figura 9B) e refletem o comportamento defensivo apresentado por
roedores expostos a ambientes novos e potencialmente perigosos, em permanecer em
areas fechadas e seguras, bem como, um possivel efeito ansiogénico induzido pela
inibicdo de COX-2.

>
==}

Veiculo

NMS 2,5mg/kg
NMS 5mg/kg
NMS 10mg/kg

1001 200-

gooo

150+

100+

50+

Tempo gasto no brago aberto (s)
Tempo gasto no brago fechado (s)

Figura 10: Efeitos da inibicdo de COX-2 sobre o tempo gasto nos bragos abertos e fechados do LCE. A) Tempo
gasto nos bragos abertos. B) Tempo gasto nos bragos fechados. Os valores foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM). ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey; (*) indica p<0,05, em comparagdo ao grupo
veiculo; n=9 por grupo.
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4.4 TESTE CLARO/ESCURO

A Figura 11 mostra o resultado do efeito da inibi¢do de COX-2 sobre os niveis de
ansiedade em animais submetidos ao teste da caixa claro/escuro. O nimero de transi¢coes
totais, a laténcia para sair do compartimento escuro e entrar no claro (laténcia para a
segunda transicdo), bem como o tempo de permanéncia em cada compartimento, foram

mensurados e comparados entre 0s grupos.

Nossos resultados revelaram que o numero de transi¢cOes totais entre 0s
compartimentos claro-escuro, ndo evidenciaram efeitos significativos nas trés doses de
NMS entre os grupos, indicando que, em média, todos os animais exibiram um nimero
similar de transiches entre 0s compartimentos, e portanto, ndo houve diferenca na
exploracdo (Figura 11A), semelhante ao observado no TCA. Em contrapartida, o
parametro da laténcia de segunda transicdo (escuro para o claro) revelou que os animais
do grupo NMS 10mg/kg exibiram uma diminuicdo significativa em comparagao ao grupo
veiculo, e também, em comparacdo ao grupo NMS 5mg/kg (Figura 11B). Ndo houve
diferenca no tempo de permanéncia em ambos 0s compartimentos nos animais tratados

com o inibidor quando comparados com o grupo veiculo (Figura 11C).

3 Veiculo

3 NMS 2,5mg/kg
NMS 5mg/kg
NMS 10mg/kg

Transigoes totais
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Figura 11: Efeitos da inibi¢cdo de COX-2 sobre o comportamento tipo-ansioso em animais submetidos ao teste
da caixa claro-escuro. A) Numero absoluto de transicdes totais entre os compartimentos claro e escuro; B) Laténcia
de segunda transicdo (do escuro para o claro); C) Comparacdo do tempo de permanéncia na zona clara e escura do
aparato. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM); (**) indica p<0,01, em comparagéo
ao grupo veiculo e ($) indica p<0,05 em comparagdo com o grupo NMS 5 mg/kg; n= 4 por grupo.
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No RNO, na fase de treino, todos 0s grupos gastaram tempo semelhante

explorando os dois objetos iguais (Figura 12A) e ndo houve diferenca significativa no

indice de discriminacéo (ID) entre eles (Figura 12B). No entanto, na fase de teste, todos

0s animais exploraram por mais tempo o objeto novo (Figura 12C), indicando que todos

reconheceram que havia um novo objeto. Conforme mostrado na Figura 12D, os animais

do grupo 3, tratados com o inibidor na dose de 5mg/kg tiveram uma diminuicdo no ID

quando comparados ao grupo NMS 2,5mg/kg; ndo houve diferenca em comparagéo ao

grupo veiculo (p>0,05).
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Figura 12: Efeitos da inibigdo de COX-2 sobre a memdria de reconhecimento em animais submetidos ao teste de
RNO. A) Tempo de exploracdo de cada objeto na fase de treino. (A) representa objeto familiar. (A?) representa objeto
familiar. B) indice de Discriminago na fase de treino. C) Tempo de exploracio de cada objeto na fase de teste. (B)
representa objeto novo. D) Indice de Discriminagfo na fase de teste. Os valores foram expressos como média * erro
padrdo da média (EPM). (*) indica p=0,05 em comparacéo ao grupo Veiculo; (#) indica p<0,05 em comparacéo com o
grupo NMS 2,5mg/kg; n= 4 por grupo.

4.6 ENSAIOS BIOQUIMICOS

A inibicdo de COX-2 via administracdo de NMS revelou diferencas significativas
nos niveis de peroxidacg&o lipidica (TBARS) e nitrito (NO2"), em diferentes areas cerebrais
avaliadas (Figura 13). No cortex cerebral (Cx), o tratamento com as duas maiores doses
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de NMS (5mg/kg e 10mg/kg, respectivamente) induziu um aumento na peroxidagédo
lipidica conforme demonstrado pelo aumento significativo dos niveis de TBARs
comparado ao grupo veiculo (p < 0,05) (Figura 13A). Contudo, no que se refere aos niveis
de nitrito no Cx, ndo foi observado nenhuma significancia entre os grupos (Figura 13B).
Na regido do hipocampo (Hc), a inibicdo de COX-2 induziu um aumento na peroxidacao
lipidica, revelado pela elevagéo nos niveis de TBARs (Figura 13C), e também, nos niveis
de nitrito em comparacédo ao grupo veiculo (p < 0,05) (Figura 13D). Esses resultados nos
sugerem que a inibicdo de COX-2 pode modular o perfil oxidativo do encéfalo em

diferentes regides cerebrais.
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Figura 13: Efeitos da inibicdo de COX-2 sobre o perfil oxidativo cortical e hipocampal. A) Niveis de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARs) aumentados no Cortex (Cx) de animais infantis. B) Niveis de nitrito no Cortex de animais infantis. C) Niveis de TBARs
aumentados no hipocampo (Hip). D) Niveis de nitrito aumentados no hipocampo de animais em periodo infantil. Os valores foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). (*) indica p=0,05 em comparagdo ao grupo Veiculo; (#) indica p<0,05 em comparagdo com 0 grupo
NMS 2,5mg/kg; ($) indica p < 0,05 em comparagdo ao grupo NMS10 mg/kg; n= 9 por grupo.
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5. DISCUSSAO

Os AINEs constituem a classe de medicamentos mais prescritos na pediatria e
alguns deles séo isentos de prescricdo médica, favorecendo o uso “off label”
(FERREIRA; LOPES, 2016). Além do mais, alguns s&o proibidos para uso em pacientes
com idades inferior a 12 anos. As enzimas COXs sobre as quais esses medicamentos
atuam (Figura 1), participam de processos que incluem a modulacdo da atividade e
expressao de genes inflamatdrios, desenvolvimento, formacdo de memoria, cognicao e
comportamento. Entretanto, em sujeitos ndo inflamados e infantis, os efeitos centrais da

inibicdo de COX-2 séo poucos explorados.

Diante disso, o presente estudo, buscou avaliar os efeitos da inibi¢cdo de COX-2
em relacdo ao comportamento, a atividade exploratéria e o estresse oxidativo em

camundongos Swiss infantis saudaveis.

Em primeiro lugar, nossos resultados sobre o ganho de massa dos animais
demonstraram que a inibicdo de COX-2 ndo alterou significativamente o aumento de
massa corporal apresentado durante o periodo de infancia em camundongos (CHORILLI;
MICHELIN; SALGADO, 2007; DUTTA; SENGUPTA, 2016) (Figura 7). Contudo,
estudos em roedores demonstraram que ratos submetidos ao estresse cronico leve
imprevisivel (CUMS) e tratados com meloxicam (inibidor de COX-2), apresentam um
aumento no peso corporal maior em comparacdo a animais que ndo receberam o
tratamento (LUO et al., 2017). E sabido que o tecido adiposo além de promover protecéo
mecanica e atuar como isolante térmico, também atua como reservatdrio energético.
Estudos apontam o potencial terapéutico do tecido adiposo bege no tratamento da
obesidade e outros disturbios metabolicos (HARMS; SEALE, 2013). Zhang e
colaboradores (2018) relataram que as PGs mediadas pela COX-2 sdo essenciais para o
browning (escurecimento) do tecido adiposo branco em camundongos deficientes de
Raptor. Além disso, os autores observaram também que a ativacéo da sinalizagdo COX-
2/PG protege contra a obesidade induzida pela dieta (ZHANG et al., 2018), evidenciando
o0 potencial terapéutico daquele tecido em distarbios metabolicos e a participagdo direta
da via de sinalizagdo mediada pela COX-2. Essas alteracbes metabdlicas, impactam
significativamente a satde mental de diversos individuos, incluindo os menores. Estudos
realizados com seres humanos constataram que criangas acima do peso sdo mais

propensas a sofrer de ansiedade e depressdo em comparagdo com criangas com peso
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normal. Realizado na Suécia, Linderberg e colaboladores (2020) mostraram que a
obesidade é um fator de risco significativo para ansiedade e depressdo em criancas e
adolescentes, com maior propensdo das meninas em comparagdo aos meninos
(LINDBERG et al., 2020).

Em segundo lugar, a atividade exploratéria e locomotora, representada pelo
deslocamento horizontal no TCA, ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre
o0s grupos avaliados (Figura 8A), sugerindo que a inibicdo de COX-2 ndo compromete o
comportamento exploratério e locomotor em animais infantis saudaveis. N0ss0s
resultados diferem dos resultados obtidos por Wang e colaboradores (2018), conduzidos
em camundongos modelos de transtorno do estresse pos traumatico, cujos resultados
mostraram que a inibicdo de COX-2 induziu um aumento na atividade exploratéria, em
teste de campo aberto, além de promover um efeito neuroprotetor observado pelos niveis
reduzidos de citocinas préinflamatérias (WANG et al., 2018). Em contrapartida, nossos
resultados foram obtidos em animais saudaveis, ndo inflamados e sem a indugdo de
nenhum modelo, o que nos permitiu inferir que a inibicdo de COX-2 constitutiva ndo

influencia o0 comportamento exploratério e locomotor.

Interessantemente, um estudo realizado por AM e colaboradores (2016) também
em camundongos, associaram 0 aumento observado na atividade exploratéria
(deslocamento horizontal) no TCA com uma melhora no aprendizado e na memoria
espacial (AM et al., 2016). Além do mais, sob condicBGes de estresse induzido pela
administracao cronica de corticosterona, o tratamento agudo e repetitivo com um inibidor
seletivo de COX-2 reduz o comportamento tipo-ansioso em comparagdo com
camundongos naive adultos (MORGAN et al., 2019a). Esses achados suportam a ideia de
que a COX-2, sob condi¢des patoldgicas, promove alteragdes na atividade exploratoria,

na memoria e tem um papel importante na fisiopatogénese da ansiedade.

Seguidamente, a fim de avaliar os efeitos da inibicdo de COX-2 em camundongos
saudaveis sobre o comportamento tipo-ansioso, os animais foram submetidos ao teste do
LCE. Nossos resultados mostraram que 0s animais tratados com as maiores doses do
inibidor NMS (5mg/kg e 10mg/kg) apresentaram um comportamento tipo-ansioso
refletido pelos comportamentos de avaliacdo de risco (Figura 9B) e pela diminui¢do no
tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz (Figura 10A). Ainda, 0s animais
tratados com a dose de NMS 10mg/kg permaneceram por mais tempo nos bragos fechados

qguando comparados ao grupo veiculo (Figura 10B), sugerindo um comportamento
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ansiogénico. Tais achados demonstram dados, em geral, contrarios aos estudos que
buscam avaliar a atividade de farmacos em animais expostos ao LCE. Em tais estudos,
ao serem administrados com a droga em questdo, os animais tendem a explorar e a
permanecer por mais tempo nos bracos abertos, configurando um efeito ansiolitico do
farmaco avaliado (MESFIN; ASRES; SHIBESHI, 2014; WANG et al., 2018). A
proposito, a maioria desses estudos utilizam animais adultos de diferentes linhagens,
enquanto nossos resultados foram obtidos em animais Swiss em periodo infantil, de

acordo com a relacdo de Dutta e Sengupt (2016).

Curiosamente, a inibicdo farmacologica de COX-2 vem obtendo resultados
promissores em modelos animais pré-clinicos no tratamento de comportamentos tipo-
ansioso e tipo-depressivo (GAMBLE-GEORGE et al., 2016; HERMANSON et al.,
2013). Nesse contexto, um estudo recente, publicado por Morgan e colaboradores em um
modelo de estresse cronico induzido pela administragdo de corticosterona (CORT),
mostrou que a inibigdo seletiva de COX-2 reverteu 0 comportamento tipo-ansioso
induzido por CORT avaliado no teste do LCE, além de normalizar as correntes
glutamatérgicas excitatdrias dos neurénios basolaterais da amigdala anterior (MORGAN
et al., 2019b). Acrescido a isso, um outro estudo demonstrou uma alteracdo na via de
sinalizacdo de COX-2 cortical, e que esse desequilibrio esta envolvido nos mecanismos
patofisioldgicos da depressdo (CHEN et al., 2017).

Outro teste bastante utilizado para avaliar o comportamento tipo-ansioso em
animais é o teste da caixa claro-escuro. Nossos resultados sobre esse teste revelaram que
a atividade exploratéria (Figura 11A), ndo expressou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, corroborando com os resultados observados no TCA
(Figura 8A). Da mesma forma, ndo houve diferenca no tempo gasto nos compartimentos
claro/escuro do aparato (Figura 11C). Esses resultados, em conjunto, demonstram que a
inibicdo de COX-2 em animais submetidos ao TCE nédo apresentam um comportamento
tipo-ansiolitico e nem tipo-ansioso, e, portanto, sdo contrarios aos resultados obtidos no
LCE (Figura 9 e Figura 10), cujo comportamento, discutido anteriormente, foi de carater

ansiogeénico.

Esses resultados, a priori, antagdnicos sobre o papel da COX-2 nos diferentes
testes de avaliacdo de ansiedade, encontram sustento em estudos iniciais com o LCE
realizados na segunda metade do século XX, que interpretaram a esquiva dos animais aos

bracos abertos como sendo gerada pela novidade, e também, pela altura do brago aberto
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em relacdo ao solo, concluindo, portanto, que o LCE seria um teste comportamental
motivado pelo medo (HANDLEY; MITHANI, 1984).

A resposta adaptativa a ameaca é crucial para a sobrevivéncia. Medo e ansiedade
sdo dois aspectos emocionais diferentes que promovem comportamentos defensivos.
Desse modo, enquanto a ansiedade é provocada por uma ameaga potencial ndo
identificavel, o medo, ao contrario, € uma ameaca iminente e propicia comportamentos
de fuga (DEBIEC; OLSSON, 2017). Ainda, outros estudos corroboram que 0
comportamento observado no LCE pode ser potencializado pelo medo, refletindo um
estado de ansiedade aumentado (KORTE; BOER, 2003). Dessa forma, inferimos que o
teste da caixa claro-escuro por estar no mesmo plano em relacéo ao solo, isto €, por nao
possuir areas suspensas e abertas, tal como os bragos abertos do LCE, logo, ndo
provocaria medo e ndo geraria um estado de ansiedade, o que explicaria a ndo observacao
de um comportamento ansiogénico visto no LCE. Somado a isso, evidéncias vém
sugerindo que as prostaglandinas mediadas pela COX-2 estdo envolvidas no aprendizado
de medo contextual, afetando também a memoria de trabalho e espacial (HEIN et al.,
2007).

O aprendizado de medo social (AMS) e sobretudo o contexto social, possui um
poderoso papel na regulacdo do medo adquirido indiretamente por meio da transmissao
social, podendo ser classificado em duas formas: (I) instruido (comando verbal) e (1)
observacional. O AMS observacional integra pistas visuais, auditivas e olfatdrias, as quais
promovem mudancas na atividade autondémica, gerando respostas comportamentais, tais

como imobilidade, freezing e comportamentos de esquiva (DEBIEC; OLSSON, 2017).

Além da administracdo de um farmaco ou droga, fatores como idade e diferentes
condicdes de teste, também podem influenciar a expressdo de comportamentos
relacionados a ansiedade em roedores. A fim de avaliar os impactos biologicos e
ambientais sobre o desempenho de tarefas no LCE, Albani e colaboradores (2015)
utilizaram ratos com trés semanas ou mais de idade sobre diferentes condicdes teste. Os
autores demonstraram que animais jovens sob condic¢do de alta iluminagdo tendem a
explorar mais os bracos abertos do LCE, enquanto que, os animais mais velhos, tendem
a explorar as areas abertas em uma condicao de baixa iluminagéo, além de possuirem um
nivel de corticosterona mais elevado (ALBANI et al., 2015). Um estudo conduzido por
Shoji e Miyakawa (2018) realizado em roedores, demonstrou alteragdes comportamentais

associadas a idade, exibidas pela diminuigdo da atividade exploratoria e pela expressao
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de comportamento tipo-ansioso em animais idosos em compara¢do com animais jovens
e de média idade (SHOJI; MIYAKAWA, 2019). Por outro lado, estudos sobre os efeitos
dos inibidores seletivos e ndo seletivos de COX-2 tém sido conduzidos em camundongos
modelos de estresse cronico, e alguns desses, dentre eles, a nimesulida, atenuaram as
alteracbes comportamentais e os danos oxidativos em animais modelo da doenca
(KUMAR; KUMARI; KUMAR, 2010).

Com relacdo a avaliacdo do estresse oxidativo nas diferentes areas cerebrais, 0s
resultados obtidos no presente estudo indicam que, em cada area cerebral, a inibi¢do de
COX-2 induziu variacdes nos niveis de marcadores do estresse oxidativo (Figura 13). E
um consenso que O estresse oxidativo apresenta um papel de suma importancia na
patofisiologia de inmeras doencas cognitivas e neurodegenerativas, incluindo a doenca
de Parkinson (DP), Alzheimer (DA) e a depressdo (LINDQVIST, 2016). Esse fenédmeno
pode ser definido como um desequilibrio acentuado entre a geracdo das ERONSs e as
defesas antioxidantes do organismo. Apesar dos seus efeitos deletérios, as ERONs estdo
envolvidas em processos fisioldgicos de extracdo de energia das moléculas organicas, na

defesa imune e no processo de sinalizacdo celular (LIGUORI et al., 2018).

Consistente com relatos anteriores (WANG; MARKESBERY; LOVELL, 2006),
nossos resultados sobre o perfil oxidativo nas diferentes regides cerebrais demonstraram
niveis aumentados de peroxidacdo lipidica no cortex cerebral e hipocampo (Figura 13).
Variagdes regionais nos niveis de estresse oxidativo resultam de diferengas nos niveis de
defesa antioxidante e nas taxas de consumo de oxigénio. Nossos resultados indicaram
que, no cértex cerebral dos animais submetidos ao tratamento com o inibidor, 0s niveis
de peroxidacdo lipidica aumentaram de forma dose dependente (Figura 13). Tais
resultados corroboram estudos que mostram altos indices de danos oxidativos ao DNA
mitocondrial nos lobos frontal, parietal e temporal, classificando o estresse oxidativo
como um grande contribuinte para a patogénese e progressdo de diversas doencas
(ANSARI A.; SCHEFF W., 2010).

Mais ainda, o tratamento com o inibidor promoveu um aumento nos niveis dos
marcadores TBARs e NO2 no hipocampo de camundongos quando comparados com
animais veiculo (Figura 13). E sabido que o hipocampo faz parte de um conjunto de
estruturas subcorticais definidas como sistema limbico (SL), sendo uma regido de intensa
proliferacéo celular (neurogénica), capaz de modular o humor, a cognicao, o aprendizado

e a memoéria (JURKOWSKI et al.,, 2020). Estudos atestam que o processo de
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envelhecimento culmina na perda progressiva das fungdes de orgéos e tecidos (FLATT,
2012), e essa perda é diretamente associada ao dano oxidativo ocasionado as
biomoléculas (LIGUORI et al., 2018). Nesse contexto, um trabalho publicado por
McGuiness e colaboradores (2017), buscou avaliar se o tratamento com indometacina
(inibidor seletivo de COX-2) poderia melhorar a habilidade espacial e a neurogénese
hipocampal de animais idosos. Os autores encontraram que a administracdo de
indometacina promoveu um aumento no ndmero e na densidade de novos neurénios
hipocampais em animais idosos (MCGUINESS et al., 2017). Em contrapartida, a
peroxidacdo lipidica observada no hipocampo, representada pelo aumento nos niveis de
TBARs (Figura 13), esta envolvida em processos como cancer, doencgas cardiovasculares
e neurodegeneracio (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).

Importantemente, estudos anteriores tém demonstrado a associagdo entre o
estresse oxidativo e disturbios de ansiedade, transtornos do panico e transtorno obsessivo-
compulsivo (HASSAN et al., 2014). Em concordéancia com esses estudos, em humanos,
um relato de caso de psicose aguda induzida por medicacdo, foi atribuida ao uso de
indometacina (TURKOGLU, GOZDE; TURKOGLU, SERHAT; KAYALI, SEHER;
KARAHAN, 2016). Em linha com esses achados, nossos resultados demonstram que o
tratamento com o inibidor seletivo NMS aumentou os niveis de peroxidacdo lipidica
hipocampal (Figura 13), apoiando resultados anteriores que sugerem o papel prejudicial
da peroxidacdo lipidica em fenbmenos como aprendizado, memdria e transtorno do
panico (ANSARI A.; SCHEFF W., 2010; LIGUORI et al., 2018). Tais dados confirmam
0 papel da COX-2 nos mecanismos de inducdo de estresse oxidativo cerebral, podendo
desequilibrar diversas fun¢des no organismo como, a manutencdo da homeostase, a
plasticidade sinéptica e a neurogénese (ROUZER; MARNETT, 2009; STRAUSS, 2008;
YANG; CHEN, 2008).

O oxido nitrico (NO) possui diversas acdes neuromodulatérias a nivel de SNC,
sendo importante também no sistema cardiovascular e nas defesas do hospedeiro
(RITTER; FRCP; FMEDSCI, [s.d.]). Desse modo, tem um importante papel na percepcao
da dor, e nos processos emocionais e cognitivos por exemplo o aprendizado e a memoéria
(PAUL; EKAMBARAM, 2011). Estudos prévios tém mostrado o papel do NO em
comportamento tipo-ansioso, na memoria e cognigdo e na patofisiologia da enxaqueca
(TAHERI et al., 2020). Ainda, outros achados relatam a interconexao entre COX-2 e NO
na modulacdo da plasticidade sinaptica (ALBRECHT, 2007). Dessa forma, os niveis
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aumentados de nitrito (NO2") observados no hipocampo (Figura 13) estdo em linha com
tais estudos e apoiam o envolvimento da COX-2 na modulacdo da atividade neural e

sugerem possiveis deficits no dominio cognitivo.

Na Parte Il do presente estudo, investigamos o efeito da inibicdo de COX-2 sobre
a memodria de reconhecimento em camundongos infantis expostos a uma tarefa de
discriminacdo de objetos, submetidos ao teste comportamental de Reconhecimento de
Novos Objetos (RNO). A habilidade de discriminar informacdes novas daquelas que ja
sdo conhecidas é realizada por meio da memoria de reconhecimento. A tarefa de
discriminacdo de novos objetos se baseia na tendéncia inata dos roedores em explorar
e/ou responder & novos estimulos e tem sido um teste de grande valor nos estudos de
avaliacdo da memdria de reconhecimento em diferentes espécies, incluindo macacos
(MISHKIN; DELACOUR, 1975) e humanos (FANTZ, 1964).

Nossos resultados demonstraram um efeito diminuido apo6s o tratamento com o
inibidor no grupo NMS 5mg/kg em comparacéo ao grupo NMS 2,5mg/kg (Figura 12D).
Em estudos anteriores, desempenhados em camundongos adultos jovens, o uso de
inibidores de COX-2, na dose de 10 e 20mg/kg, promoveu uma inibi¢do substancial da
neurogénese adulta (GONCALVES et al., 2010), mecanismo neural associado a aquisicao
de aprendizado e memoria. Ainda, estudos em humanos relevaram um quadro de psicose
aguda e comportamentos semelhantes a esquizofrenia em pacientes medicados com
inibidores de COX-2 (TURKOGLU, GOZDE; TURKOGLU, SERHAT; KAYALI,
SEHER; KARAHAN, 2016). Da mesma forma, em camundongos modelos de doenca de
Alzheimer, a superexpressdo de COX-2 induziu um aumento na expressao de
prostaglandinas, e, consequentemente, um aumento na produgdo de proteina f3-amiloide,
prejudicando ainda mais a capacidade de aprendizado dos animais, exacerbando o
declinio cognitivo (GUAN et al., 2019).

Em contrapartida, outros achados em estudos com animais sugerem que a inibicéo
de COX-2 previne déficits de meméria e aprendizado em camundongos submetidos ao
estresse cronico (LUO et al., 2017). Ainda, outros estudos demonstram uma relagéo entre
COX-2 e a regulacdo da sinalizagdo dos endocanabinodides (eCBs). Hermanson e
colaboradores (2013), utilizando uma abordagem farmacoldgica em camundongos,
relataram que a COX-2 é importante para a regulacdo dos eCBs in vivo e que a sua
inibicdo reduz o comportamento tipo-ansioso via aumento da sinalizagdo dos eCBs
(HERMANSON et al., 2013).
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Nessa conjuntura, grandes esforcos tém sido empregados na tentativa de
identificar o nivel de expressdo de COX-2 constitutiva durante o envelhecimento em
individuos saudaveis. Estudos com marcacgdo imuno-histoquimica tém registrados niveis
diminuidos na expressdo de COX-2 constitutiva hipocampal em camundongos com 24
meses pos natal em comparagdo com animais mais novos (JUNG et al., 2017). Ainda, em
um outro estudo publicado pelos mesmos autores, os pesquisadores sugerem que a COX-
2 desemprenha um importante papel na plasticidade sinptica do giro denteado (DG) do
hipocampo e que alteragbes nos niveis de sua expressdo sao atribuidas ao
desenvolvimento pds-natal (JUNG et al., 2019). Embora seja induzida em processos
inflamatorios, esses resultados confirmam estudos anteriores relatando que a COX-2 é
expressa em neurdnios de animais intactos (PISCOPO et al., 2008; YAMAGATA et al.,

1993) e sugerem sua participacdo em mecanismos neurobiolégicos e comportamentais.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados sugerem que a inibicdo de COX-2 constitutiva em
camundongos infantis in vivo pode estar associada a expressdo de comportamentos tipo-
ansioso, possivelmente potencializados, pela indugdo de medo. Ainda, a abordagem
farmacologica utilizada no estudo, induziu um aumento nos niveis de marcadores de
estresse oxidativo hipocampal e cortical, assim como, participagdo nos mecanismos de
memoria de reconhecimento daqueles animais. Porém, sobre 0 comportamento motor e
exploratorio, a inibicdo de COX-2 constitutiva parece ndo exercer nenhum efeito em
animais infantis ndo inflamados. Entretanto, mais estudos precisam ser elucidados sobre
as alteracBes comportamentais induzidas pela inibic¢éo in vivo de COX-2 constitutiva e o

seu papel nos mecanismos neurobiol6gicos e comportamentais.
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