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RESUMO

Durante um processo infeccioso, além das mudancas termorregulatorias, é
possivel observar respostas comportamentais como: diminuicdo da locomocéao e
sociabilidade, anorexia e anedonia, que juntas sdo denominadas Sickness
Behavior ou comportamento doentio. O Lipopolissacarideo (LPS) € um componente
molecular presente na parede celular de bactérias gram-negativas, que € capaz de
ativar o sistema imunolégico mimetizando um processo inflamatorio-infeccioso,
culminando no comportamento doentio. As propriedades funcionais da Curcuma
longa (curcumina) tém sido amplamente investigadas, sendo estes efeitos além de
sua propriedade nutricional. Dentre eles podemos citar sua acdo anti-inflamatéria,
antidepressiva, neuroprotetora, anticancerigena e antioxidante. Diante do exposto,
o0 objetivo do presente estudo foi investigar a influéncia da curcumina no
comportamento doentio induzido pelo LPS. Inicialmente pré-tratamos ratos Wistar
por 2 dias consecutivos com veiculo ou curcumina nas doses de 25, 50 ou
100mg/Kg através de gavagem (p.o.). Entdo, 1 hora ap06s a segunda dose de
veiculo ou curcumina, 0s animais receberam via intraperitoneal (i.p.), veiculo ou
LPS na dose de 500ug/Kg e as respostas comportamentais foram avaliadas ap6s
2 horas. Nos animais do grupo da curcumina (50 e 100mg/Kg)+LPS, observamos
um aumento do comportamento exploratério (no teste de campo aberto), da
sociabilidade (no teste de interacdo social) e da ingestdo alimentar, bem como a
prevencdo do aumento da imobilidade induzido pelo LPS (no teste de nado
forgcado), quando comparado ao grupo V+LPS. Entretanto, 0 mesmo nao pode ser
observado em animais que receberam curcumina na dose de 25mg/Kg, p.o., antes
da administracao de LPS. Curiosamente, todas as doses de curcumina testadas
foram capazes de diminuir as concentracbes plasmaticas das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e IL1-f induzidas pelo LPS 2 horas apdés a sua aplicagédo. No
que diz respeito a termorregulagéo, nossos resultados mostraram que 0s animais
receberam V+LPS e curcumina 25mg/Kg+LPS apresentaram inicio febril 2 horas
apos a administracao da endotoxina e persistiu nas horas seguintes, sendo também
possivel observar a prevencdo da febre induzida por LPS em animais que
receberam o pré-tratamento com curcumina nas doses de 50 e 100mg/Kg. Frente

a essas informacgdes, sigerimos que o pré-tratamento com curcumina 50 e 100



mg/Kg em animais endotoxémicos foi capaz de prevenir o comportamento doentio,
bem como reduzir os niveis plasmaticos de TNF-a e IL1-B e prevenir a febre,

possivelmente por inibir a sintese e liberacdo das citocinas induzidas pelo LPS.

Plavras Chave: Comportamento Doentio. Curcumina. Termorregulacao.



ABSTRACT

During an infectious process, in addition to the thermoregulatory changes it’s
possible to observe behavioral responses such as decreased locomotion and
sociability, reduced food intake, anorexia and anhedonia, witch together are called
Sickness Behavior. Lipolysaccharide (LPS) is a molecular component of the cell wall
of gram negative bacteria, which’s able to activated the immune system mimicking
an inflammatory-infectious process, culminating in the unhealthy behavior. The
functional properties of Curcuma longa (curcumin) have been extensively
investigated, these effects being beyond its nutritional property. Among them we
can mention: its anti-inflammatory, anti-depressive, neuroprotective, anti-
carcinogenic and antioxidant action. In view of the above, the objective of the
present study was to investigate the influence of curcumin on the disease behavior
induced by LPS. Initially, we pre-treated Wistar rats for 2 consecutive days with
vehicle or curcumin at doses of 25, 50 or 100mg/Kg through gavage (p.o). Then, 1
hour after the second dose of vehicle or curcumin, the animals received either
intraperonially (i.p), vehicle or LPS at the dose of 500ug/Kg and the behavioral
responses were assessed after 2 hours. In the animals of the curcumin group (50
and 100mg/Kg)+LPS, we observed an increase in the exploratory behavior (in the
open field, sociability (in the social interaction test) and food intake as well as the
prevention of increased immobility time induced by LPS (in the forced swimming
test) when compared to group V+LPS. However, the same could not be observed
in animals receiving curcumin at a dose of 25mg/Kg, p.o, prior to LPS administration,
as compared to the control. Interestingly, all doses of curcumin tested were able to
decrease the plasma concentrations of the proinflammatory cytokines TNF-a and
IL1-B induced by LPS after 2 hours of application. Reagargin thermoregulation, our
results showed that the animals receiving V+LPS and curcumin 25mg/Kg+LPS
presented a fever onset 2 hours after endotoxin administration and persisted at the
following hours. It was also possible to note the prevetion of LPS-iduced fever in
animals receiving pre-treatment with curcumin at doses of 50 and 100mg/Kg. In view
of this information, we suggest that pre-treatment with curcumin 50 and 100mg/Kg

in endotoxemic animals was able to prevent unhealthy behavior, as well as reduced



plasma levels of TNF-a and IL1-B and prevent fever, possibly by inhibiting LPS-
induced cytokine synthesis and release.

Keywords: Sickness Behavior. Curcumin. Thermoregulation.
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1 INTRODUCAO

1.1 ENDOTOXEMIA

As endotoxinas sdo componentes externos presentes na parede celular
bacteriana. Dentre elas destacam-se: o acido teicOico e o &cido lipoteicdico
provenientes de bactérias gram-positivas, e o lipopolissacarideo (LPS), alvo de
nosso estudo, procedente de bactérias gram-negativas. A presenca destes
elementos na corrente circulatoria, € denominada endotoxemia, a qual é capaz de
mimetizar uma resposta imunolégica inflamatéria de fase aguda no hospedeiro
(GLAUSER, 2000; SILVA et al., 2004; SCHEDLOWSKI; ENGLER; GRIGOLEIT,
2014).

A administracao sistémica do LPS, é comumente utilizada em modelos animais
experimentais para simular a ativacdo do sistema imune. Além de ser pratico e
reproduzivel, em muitas espécies animais, este modelo permite-nos padronizar
doses e mimetizar muitos efeitos observados em pacientes com processos
inflamatorios-infeciosos como: alteragbes hemodinamicas, reducdo da perfusdo
tissular, hiporresponsividade a agentes vasoconstritores, diminuicdo do débito
urinario, coagulacdo intravascular disseminada, producdo de citocinas na
circulacao sanguinea, bem como alteracdes termorregulatorias e comportamentais
(BEM-SAHAUL et al., 1999; MACARTHUR et al., 2000; SCHEDLOWSKI; ENGLER,;
GRIGOLEIT, 2014).

O LPS é o principal componente molecular da membrana externa de
bactérias gram negativas, tais como a Escherichia coli, o qual pode ser reconhecido
pelas células do sistema imune do hospedeiro. Estruturalmente, esta endotoxina &
constituida por antigeno-O (polissacarideos O especificos), oligossacarideos e
componentes do lipidio A. O antigeno O, responsavel por conferir a especificidade
sorologica das bactérias, esta localizado na parte mais externa e hidrofilica da
membrana bacteriana. Este, é composto de 1 a 40 unidades repetitivas de
fosfolipideos, as quais sao Unicas entre as espécies. Os oligossacarideos (ou core),
estdo localizados no centro da molécula, o qual é dividido em duas partes: externa
(que se liga ao antigeno O), e interna (que se liga ao lipidio A) (Figura 01)
(MANSOUR; HASSAN; GEORGY, 2017; WANG; QUINN, 2010).
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Figura 1 - LPS da parede celular da membrana externa de bactérias
gram-negativas
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Fonte: Adaptado de BEUTLER; RIETSCHEL, 2003.

Nota: A) Micrografia eletrébnica de Escherichia coli. B) Representagéo
esqueméatica da localizacdo do lipopolissacarideo (LPS,
endotoxina) na parede celular bacteriana. C) Arquitetura do LPS.
D) Estrutura primaria do centro téxico do LPS, o componente
lipidico A.

O lipidio A, é uma porcéo glicofosfolipidica que ancora o LPS na membrana
externa das células do sistema imune, desencadeando a resposta inflamatéria no
hospedeiro (KOCH et al., 2012; RAETZ; WHITFIELD, 2002; SU, DING, 2015).

O LPS é uma toxina apolar, portanto, necessita de lipoproteinas de alta
densidade para ser transportado na corrente circulatoria, como a S-biding protein
(LBP). Deste modo, o LPS liga-se ao LBP formando um complexo (LBP:LPS), que
por sua vez, é reconhecido pelos receptores CD14-MD2 presentes nas membranas
dos macroéfagos. Consequentemente, estes receptores enviam sinais para o interior
da célula, por meio do toll-like receptor (TLR-4), também presentes na membrana
das células imunes, desencadeando uma série de eventos intracelulares resultando
na ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) (FLORES-MARTINEZ et al., 2018;
GALIC; RIAZI; PITTIMAN, 2012; KELMER, 2009).

Por ordem, o NF-kB ativa os genes que codificam mediadores pro-
inflamatorios como: prostaglandinas (PGs), histamina, serotonina, Oxido nitrico

sintetase (INOS), cicloxigenase (COX) e citocinas. Dentre as citocinas pro-
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inflamatorias, destacam-se: interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e o fator
tumoral alfa (TNFa) (HAVA et al, 2006; NISHIO et al., 2013).

Figura 2 - Resposta imune inata desencadeada pelo LPS

) mr-'-a\,.-,-..-,. -
MACROPHAGE |16 "~

Fonte: HANG; RIVEST, 2003.
Nota:  Secrecao de citocinas por mondcito/neutréfilos e macrofagos teciduais
circulantes pela exposi¢do ao LPS. Ligacédo do LPS com a LBP. O
complexo recém-formado ativa diferentes células por ligacao aos seus
receptores CD14 e TLR4. O complexo LPS/LBP é eficaz em ativar
células de origem mieldide (neutréfilos, mondcitos, macréfagos e
microglia), levando a producdo de citocinas pro-inflamatorias, tais
como: IL-1, TNF e IL-6. Estas citocinas podem se ligar aos seus
receptores cognatos expressos na superficie de células que formam a
BHE, mas néo séo essenciais para a mediagdo dos efeitos de LPS no
SNC.

A resposta as alteracbes imunologicas, fisiolégicas e comportamentais
induzidas pelo sistema imunolégico, € necessaria para que haja a comunicacao
entre o Sistema Imune e o Sistema Nervoso Central (SNC). Como mencionado, a
ativacao periférica do sistema imune inato, estimula a secre¢éo de citocinas no
SNC, as quais fazem o uso de diferentes vias para alcancar o cérebro. S&o elas:
através de transportadores especificos localizados na barreira hematoencefalica
(BHE), (porém essa via ndo desempenha papel importante durante a fase aguda
da inflamacao); pelos o6rgdos circunventriculares, que sao regibes cerebrais

especializadas desprovidas de BHE, (as quais desencadeiam resposta adaptativa);
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pela ativacdo dos nervos sensoriais periféricos (geralmente pelo nervo vago
aferente), onde as citocinas chegam até as terminacdes nervosas periféricas
vagais, e ativam o0s receptores presentes nessas regides, iniciandoentdo a
transmissao de impulsos nervosos; e pelas citocinas, que também podem entrar
em contato com os receptores endoteliais das células cerebrais (DANTZER et al.,
1998; ENGBLOM et al., 2002; HUA-YEH et al., 2018 SCHEDLOWSKI; ENGLER,;
GRIGOLEIT, 2014).

Figura 3 - Vias da comunicacao sistema imune-cérebro.
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Nota: Vias da sinalizagdo através da barreira hematoencefélica. 1)
Transporte mediado por carreador. 2) Ligacdo de citocinas nos
orgéos circunventriculares. 3) Ligag&o de citocinas no nervo vago. 4)
Citocinas mediando a producdo de prostaglandinas em células
associadas com a barreira hematoencefélica.

Estudos recentes indicam que além das células do sistema imunoldgico, o
orgdo subfornicial (SFO), que corresponde a uma area do cérebro que detecta
diretamente o LPS circulante, também € capaz de produzir citocinas proé-
inflamatoérias. Acredita-se que as moléculas circulantes (incluindo o LPS),
difundam-se livremente no SFO, uma vez que esta regido cerebral, assim como 0s
orgaos circunventriculares, também é livre de BHE. Outro dado encontrado na
literatura, € que as membranas perivasculares do SFO, sdo separadas da

membrana basal externa, as quais sdo derivadas de células parenquimatosas,
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enquanto a membrana basal interna, € derivada de células endoteliais, as quais,
em conjunto, formam um grande espaco perivascular fora do parénquima cerebral
(TAKEMURA et al., 2019).

Como o LPS tende a formar micelas com polissacarideos hidrofilicos,
voltados para a parte externa, € improvavel que o LPS circulante simplesmente se
difunda no SFO. Além disso, os macrofagos em torno da vasculatura do SFO, foram
propostos como células de origem de IL-13. Estes dados, levantam a possibilidade
de que os macrofagos no espaco perivascular do SFO, sédo responsaveis pela
producéo de IL-1B8 em resposta ao LPS circulante (MORITA et al., 2012; MORITA
et al., 2016; TAKEMURA et al., 2019).

No tocante as citocinas entram em contato com os receptores endoteliais,
presentes nas células cerebrais, culminando na sintese de PGs via ativacdo da
enzima cicloxigenase (COX-2), a qual € a principal responséavel pela sintese de
PGs durante o processo inflamatério. As PGs sdo moléculas de origem lipidica
procedentes do metabolismo do acido araquidénico, formadas a partir da clivagem
de fosfolipidios de membrana pela acédo da fosfolipase A2. A conversdo do acido
araquidénico em endoperoxidos ciclicos (PGH2) ocorre pela acdo das
ciclooxigenases (COX), as quais possuem duas isoformas, referidas como: COX-1
e COX-2 (KAWAHARA et al., 2015; 1998; KHAN et al., 2002).

As COX 1 e 2 possuem algumas diferencas, o que lhes confere funcdes
distintas. A COX-1 é classificada como uma enzima constitutiva, e € expressa em
vasos sanguineos, plaquetas, estbmago, intestino e rins. Ja a COX2, esta presente
nos locais de inflamacgé&o, sendo, por isso, classificada como uma enzima indutiva.
Esta enzima é expressa por células envolvidas no processo inflamatério como
macrofagos, mondcitos e linfécitos. Todavia, também pode ser encontrada em
outros tecidos e 6rgaos como: rins, cérebro, Gtero, ovario, cartilagem, 0ssos e
endotélio vascular (HILARIO; TERRERI; LEN, 2006).

Em resposta aos estimulos inflamatérios-infecciosos, foi demonstrado que a
prostaglandina E2 (PGEZ2) difunde-se na microvasculatura cerebral e atua
posteriormente em receptores neurais denominados EP3 e EP4. Estes receptores,
estdo presentes no tronco encefalico e nas areas hipotalamicas, tal como o nucleo

paraventricular (PVN), o qual esta envolvido no controle da atividade do eixo
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Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) e na regulacdo da temperatura corporal (EK et
al., 2000; KAWAHARA et al., 2015; RIVEST, 2001).

1.2 COMPORTAMENTO DOENTIO

Ao longo de uma infeccdo aguda ou frente a um desafio imunolégico, o
organismo hospedeiro desenvolve uma resposta de defesa generalizada,
denominada reacéo de fase aguda. No intuito de poupar energia para combater o
agente infeccioso, € possivel observar alteragbes comportamentais como:
diminuicdo do comportamento reprodutivo, menor atividade motora, ocorréncia de
alteracdes no padrdo do sono, anorexia, perda de peso e reducédo do contato social.
E possivel observar também, efeitos semelhantes a depressédo (depressive-like),
particularmente a anedonia, caracterizada pela perda aparente do interesse por
atividades cotidianas e positivas. Esta resposta pode ser evidenciada no animal,
por meio da reducdo do consumo de alimentos palataveis e preferenciais.
Coletivamente, estas respostas comportamentais sdao denominadas Sickness
Behavior ou comportamento doentio (DE PAIVA et al., 2010; NILSSON et al., 2017).

No intuito de caracterizar o comportamento doentio, Hart (1988), atestou que
o comportamento doentio de um animal, acometido por uma doenca, ndo é
especialmente adaptativo. Trata-se, na realidade, do resultado de processos de
debilitacdo associado a outros efeitos secundarios, como a incapacidade de
obtencdo de &agua e alimentos. Hart ainda afirma, que os comportamentos
caracteristicos de animais doentes, ndo séo especificos a nenhuma espécie animal
em particular, ou seja, podem ser encontrados em diferentes animais incluindo o
homem.

Desta forma, o comportamento doentio ndo seria um mal-adaptativo ou mesmo
um efeito indesejavel da doenca, mas sim, uma estratégia comportamental visando
a sobrevivéncia durante momentos criticos da vida do animal. Isto é, os animais
doentes ndo se encontram incapazes de realizar tarefas ou de responder a
estimulos ambientais, apenas ndo o fazem, devido a baixa prioridade que as
mesmas tém no determinado contexto (DANTZER, 2001; KINOSHITA, 2007,
OLIVEIRA-LIMA et al., 2019).
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A reducdo da atividade exploratéria-locomotora e 0 aumento do comportamento
tipo-ansioso, sé&o respostas comumente encontradas no comportamento doentio. A
diminuicdo do comportamento social, observadas em animais jovens pertencentes
a mesma espécie, tem sido utilizada como uma forma eficiente para avaliar o
comportamento doentio em modelos experimentais. A utilizacdo de animais juvenis,
permite-nos estudar mais profundamente a interacdo social, isolando outros
comportamentos que ocorrem com animais adultos como: o comportamento de
agressao e o comportamento sexual (DANTZER, 2001; OLIVEIRA-LIMA et al.,
2019).

Alguns estudos demonstram que a administracao de LPS (50-500ug/Kg), IL-18
e TNF-a em ratos e camundongos adultos, diminui o tempo gasto na exploracéo de
animais juvenis destas mesmas espécies. Essa resposta pode ser avaliada pelo
parametro de locomocé&o-exploragéo, nos testes de claro escuro, campo aberto e
interacdo social (BANASIKOWSKI et al.,, 2015; BLUTHE; BLUTHE, 1994,
DELLAGIOIA; HANNESTAD, 2010).

A ativacdo do sistema imune pela administracdo de LPS e IL-1[3, é capaz de
promover a diminuicdo da exploracdo de ambientes novos e da sociabilidade, bem
como a reducédo da ingestdo alimentar. Demonstrando, dessa forma, que 0s
estimulos citados sdo capazes de promover a anedonia em animais desafiados
imunologicamente (DELLAGIOIA; HANNESTAD, 2010; LARSON et al., 2001,
STONE et al., 2006).

Segundo Lindthorst e estudiosos (1995), a diminuicdo das atividades gerais dos
animais durante o comportamento doentio, evidenciado pelos escores de
locomocéo, ingestao de alimento e agua e auto-limpeza, esta correlacionado com
a reducdo da concentragéo extracelular de serotonina (5-HT), e do seu metabdlito
acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) no hipocampo.

A modificagdo dos parametros comportamentais considerados normais para 0s
comportamentos caracteristicos do estado doentio, é imprescindivel para que o
organismo se debele contra o agente infeccioso, no intuito de combaté-lo. Como
mencionado, 0 comportamento doentio, estad relacionado com uma estratégia
motivacional para que o organismo enfrente a doenca. A motivagdo é um estado

central que reorganiza a percepc¢ao e acéo, permitindo, desta forma, que o individuo
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selecione a melhor estratégia visando a sobrevivéncia. Sendo esta, passivel de
mudancas conforme a situacao enfrentada pelo organismo (LASSELIN et al., 2017).

A questdo motivacional, tem sido demonstrada por experimentos que
promovem o comportamento doentio. Dantzer (2009) e Li e estudiosos (2015),
observaram que ap6s a administracdo de LPS, os animais apresentaram
comportamento tipo-depressivo. Esta resposta € avaliada pelos parametros: de
perda de prazer (anedonia) no teste de preferéncia a sacarose, e pelo aumento do
tempo de imobilidade, nos testes de nado forcado e suspenséo pela cauda.

O contexto ambiental que o animal endotoximizado encontra-se, é de
fundamental importancia, no que diz respeito a estratégia adotada. Miller (1964),
observou que apOs aplicar endotoxina bacteriana em animais treinados a
pressionarem uma barra (com finalidade de receber agua), desempenhavam tal
tarefa com uma significante reducdo, quando comparados ao grupo controle.
Entretanto, quando estes animais eram colocados em uma plataforma giratéria (que
parava por alguns instantes quando o animal apertava uma barra), 0sS mesmos
apresentaram menor laténcia para executar tal tarefa. A interpretacdo para estes
achados, demonstram que o tratamento com endotoxina n&o provoca
necessariamente a diminuicéo global dos comportamentos, mas sim, a influéncia
na tomada de decisbes sobre a prioridade dos comportamentos a serem

executados, tratando-se, portanto, de uma questdo motivacional.

1.3 TERMORREGULACAO

As alteracfes termorregulatorias, como a febre, também estéo envolvidas na
defesa a entrada de patégenos no organismo. A febre € uma resposta complexa, a
qual envolve diversos componentes como 0s sistemas endocrino e autondmico,
metabdlico e comportamental. A elevacdo da temperatura em animais
endotérmicos (de sangue quente), demanda um alto custo metabdlico, de tal forma,
gue o aumento de 1°C na temperatura interna, requer o aumento de cerca de 10 a
12,5% da taxa metabolica. Na literatura, ha evidéncias crescentes de que o
aumento de 1 a 4°C na temperatura corporal central, (0 que ocorre na febre), esta
associado a defesa a entrada de patdégenos no hospedeiro. Indicando desta forma,

que a febre possui um componente filogenético, relacionado ao aumento da
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resposta de defesa do organismo frente & uma infec¢éo, bem como o aumento da
sobrevida do hospedeiro (BICEGO; BARROS; BRANCO, 2007; EVANS et al.,
2015).

A temperatura interna, varia em relacéo a fatores ambientais e biolégicos como:
hora do dia, local da medicao da temperatura, nivel de atividade fisica, idade, sexo,
processos inflamatdrios-infecciosos, entre outros. Apesar dessa variabilidade, a
temperatura interna é rigidamente regulada dentro de um intervalo razoavelmente
constante, denominado set point de regulacdo térmica. O set point de regulagéo
térmica, é estabelecido como “o valor de uma variavel que um organismo saudavel
busca para estabelecer pelo processo de regulagao”. Este valor € encontrado por
meio da integracdo de informacfes térmicas, centrais e aferentes, pelos neurdnios
hipotalamicos (NAKAMURA, 2011; THE COMISSION FOR THERMAL
PHYSIOLOGY OF THE INTERNETIONAL UNION OF PHYSILOGICAL
SCIENCES, 2001).

A regulacdo da temperatura interna esta sob controle de algumas estruturas
neurais como: o hipotalamo, sistema limbico, tronco cerebral, formacao reticular,
medula espinhal e ganglios simpéticos, 0s quais sdo responsaveis por integrar as
informacdes térmicas aferentes e centrais, antes de estimular a ativacdo das
respostas fisiolégicas e comportamentais. Embora a estimulagdo das areas do
tronco cerebral e da medula espinhal possam evocar mecanismos
termorregulatérios especificos, estudos feitos in vivo demonstram que a area pré-
Optica do hipotdlamo anterior (POA), € o principal centro de regulacdo da
temperatura interna  (BOULANT, 2000; BLOMGVIST; ENGBLOM, 2018;
NAKAMURA, 2011).

Na regido da POA, podem ser encontrados dois tipos de neurbnios: o0s
termossensiveis (sensiveis ao calor e ao frio) e os insensiveis, cuja frequéncia de
disparo é afetada tanto por variagbes da temperatura interna, como pela influéncia
de conexdes diretas com os termorreceptores distribuidos na pele e nos musculos
(OGOINA, 2011).

Na hipotermia, ocorre a diminui¢cao do disparo de neurdnios sensiveis ao calor,
e aumento do disparo de neurbnios sensives ao frio, culminando na ativacao dos
mecanismos de ganho de calor, bem como na prevenc¢éo da sua perda. Enquanto

na hipertermia, acontece o contrario, ha um aumento do disparo dos neurdnios
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sensiveis ao calor, e diminuicdo dos disparos dos neurdnios sensiveis ao frio,
levando a ativagdo dos mecanismos de perda de calor e inibicdo de ganho do
mesmo. Desta forma, em respostas as variacdes de temperatura, oS neurdnios
hipotalamicos iniciam respostas termorregulatorias apropriadas para a retencao,
producédo ou perda de calor, no intuito de manter constante a temperatura interna
(EVANS et al., 2015; LIM; BYRNE; LEE, 2008; MACKOWIAK, 2005).

A febre, portanto, € definida como uma elevagcao controlada da temperatura
interna, acima dos niveis normais, (36,5°C), resultante da alteracdo do set point
termorregulatério hipotalamico. Os mecanismos envolvidos no aumento do set
point, consistem nas alteracbes da frequéncia de disparos dos neurdénios
termorregulatérios, (como mencionado), 0s quais, nos processos inflamatérios-
infecciosos, sdo promovidos por substancias mediadoras da resposta febril — os
pirégenos (DINARELLO; CANNON; WOLFF, 1988).

Os pirégenos, sao classificados com base no seu local de producéo,
podendo ser exdgenos, (produzidos fora do hospedeiro), ou endégenos,
(produzidos dentro do organismo do hospedeiro). Os pirdgenos exdgenos, sao
essencialmente microrganismos inteiros ou parte deles, como o LPS ou produtos
de microrganismos, como por exemplo, as toxinas. No que diz respeito aos
pirbgenos enddgenos, estes, sdo produzidos por células do sistema imune como:
neutroéfilos, macréfagos e linfécitos, bem como por células do SNC, (astrécitos e
micréglia), em resposta aos pirégenos exogenos. Os principais agentes pirogénicos
enddégenos sdo as citocinas, (IL-6, IL1-B, TNF-a e o interferon gama (INF-y))
(LEON, 2005; MACKOWIAK, 2005; OGOIA, 2011).

A administracéo de pirégenos, culmina na producédo de PGs, as quais tém
papel crucial na producéo da febre. A PGE2 é considerada o principal eicosanoide
envolvido na resposta febril. Embora outros derivados do &cido araquiddnico,
particularmente a prostaglandina F2a (PGF2a), também possam induzir febre em
animais experimentais. O estado febril potencializa a imunidade inata e adaptativa,
induzindo linfocitose, aumento da producdo de anticorpos e da capacidade
fagocitica dos neutrdfilos, limitando a proliferagdo microbiana (BLOMGVIST;
ENGBLOM, 2018; ENGBLOM et al., 2002).

Existem ainda, substancias denominadas cridgenos, 0s quais, ao contrario

dos pirégenos, limitam as elevacdes do set point termorregulatorio. Desta forma,
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impedem que sejam atingidos valores de temperatura capazes de comprometer as
fungdes vitais do organismo. Entre eles, podemos citar: hormdnio estimulante de a-
melandcitos (a-MSH), glicocorticoides e a interleucina 10 (IL-10) (ALEXANDER,;
FEWELL, 2011; LEDEBOER et al., 2002).

A endotoxemia é acompanhada pela alteracdo da temperatura corporal,
sendo a febre, o sinal termorregulatério mais frequente no processo inflamatorio-
infeccioso. Entretanto, a hipotermia também pode ocorrer agravando
significativamente o prognostico do paciente. Esta, quando associada ao choque,
pode ser resultado da reducdo da producdo de calor, em conjunto com o
comportamento de busca do frio, sugerindo desta forma, que a hipotermia na
inflamac&o sistémica grave pode constituir uma resposta adaptativa (HARRIS et al.,
1987; ROMANOSVSKY, et al., 1997; ROMANOSVSKY, et al., 1998).

A inducdo e a manutencdo da febre durante um processo infeccioso,
envolvem uma interacdo coordenada entre o sistema imune inato, € 0s circuitos
neuronais dos sistemas nervoso central e periférico. Como descrito anteriormente,
a deteccéo dos padrées moleculares associados a patégenos, como o LPS, pelos
receptores TRL4 e CD14, leva a ativacdo do fator de transcricdo NFkB, e
consequentemente, a sintese de citocinas pro-inflamatorias, e prostaglandinas
(pela acdo da COX-2). Muito do entendimento atual dos mecanismos moleculares
subjacentes a febre, decorre de vestigios, onde roedores foram injetados com LPS.
Neste modelo, as PGs, particularmente a PGE2, é considerada um importante
mediador pirogénico da febre (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; HASDAY;
THOMPSON; SINGH, 2014; ROTH; BLATTEIS, 2014; SAPER; ROMANOSVSKY;
SCAMMELL, 2012).

A PGEZ2 integra os sinais de entrada de citocinas pirogénicas, (produzidas
em resposta a estimulos patogénicos), alterando a frequéncia de disparo dos
neurdnios da POA e a efetuacdo das respostas fisiologicas e comportamentais do
organismo, culminando na elevacdo do set point termorregulatério, gerando o
estado febril. No inicio desta resposta, a PGE2 também é sintetizada por células
hematopoiéticas na periferia, (apos a ativacdo do TLR4, mediado pelo LPS), isto &,
antes da deteccdo de citocinas circulantes, e viaja através da barreira
hematoencefalica para iniciar a febre (Figura 4) (ARONOFF; NEILSON, 2003;
EVANS; REPASKY; FISHER, 2015).
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Figura 4 - Inducgé&o da febre durante a endotoxemia.
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Fonte: EVANS; REPASKY; FISHER, 2015 (Adaptado pela autora).

Nota: O reconhecimento do LPS, por receptores TLR4 e CD14,
impulsionam a ativacao das células dendriticas e macrofagos.
Estas células da imunidade inata, liberam PGE2, bem como
citocinas pirogénicas (IL1, IL-6 e TNF-a), as quais atuam
sistemicamente para induzir a febre. A IL-6, atua a jusante da IL-
1, na regido pré-optica do hipotadlamo, induzindo a COX-2 a
produzir PGE2 adicional. A PGE2 induz a expressdo de
receptores EP3, fazendo com que o sistema nervoso simpatico
ative a liberacdo de norepinefrina, elevando o set point
termorregulatério, aumentando a termogénese do tecido
adiposo marrom, bem como induzindo vasocontricdo a fim de
evitar a perda de calor passivo. Ademais, a acetilcolina contribui
para a febre, estimulando os miécitos musculares para induzir
tremores.

Podemos observar na figura 4, que a febre mediada pelo LPS, ocorre por
meio de mecanismos autondmicos, impulsionados pela ligacdo de PGE2 aos
receptores EP3, 0s quais estdo expressos por neurdnios termorregladores na POA.
Os endotérmicos, elevam a temperatura corporal através da sintese e liberacao de
norepinefrina, o que aumenta a termogénese no tecido adiposo marrom,
culminando na vasocontricdo das extremidades, no intuito de reduzir a perda de
calor passivo (BLOMGVIST; ENGBLOM, 2018; NAKAMURA; MORRISON, 2008).

Além disso, a sinaliza¢cao através do neurotransmissor acetilcolina, estimula

a musculatura a converter a energia quimica armazenada em energia térmica,
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aumentando as taxas metabdlicas gerais. Adicionalmente, assim como o0s
endotermos, o0s ectotérmicos, também envolvem a termorregulacdo
comportamental em busca de calor, a qual ndo requer neurdénios medianos pré-
opticos, embora as vias envolvidas ainda sejam em grande parte desconhecidas
(ALMEIDA et al.,, 2006; EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; MORRISON;
MADDEN; TUPONE, 2012; ROMANOVSKY, 2007).

Respostas como pilo erecdo, vasocontricAo cutdnea e alteracoes
comportamentais de rentencéo de calor, ocorrem devido ao resfriamento da POA,
0 que leva ao aumento da temperatura corporal. Posteriormente a este evento,
ocorre as respostas de producao de calor, tais como: termogénese (provocada por
tremores e pelo aumento da atividade metabdlica do tecido adiposo marrom), e pela
termogénese quimica, (decorrente da elevacdo dos niveis de hormoénios
metabdlicos: tiroxina, glicocorticoides e catecolaminas). Contudo, 0 aquecimento
da POA promove sudorese, vasodilatacdo cutanea, e respostas comportamentais
favorecendo a perda de calor (BOULANT, 1998).

Adicionalmente, Bluthe e colaboradores (1996), evidenciaram a importancia
das aferéncias vagais no processo de resposta inflamatéria-infeciosa. Neste
estudo, ratos foram submetidos a retirada das terminacdes das aferéncias vagais e
posteriormente a uma injecdo i.p. e i.c.v de IL1-B. Os autores demonstraram que a
vagotomia atenuou a hiperalgesia e os efeitos comportamentais (semelhantes a
ansiedade e depressdo), em resposta a administracao i.p. de IL1-B, mas nado
intracerebroventricularmente.

Recentemente, surgiu uma nova hip6tese sobre como o0s sinais imunes
periféricos poderiam atravessar ou contornar a BHE, para influenciar o cérebro no
desenvolvimento da febre. Essa suposicéo, inclui a acdo pirogénica direta no Orgdo
Vasculoso da Léamina Terminal (OVLT), o qual pertence aos 06rgaos
circunventriculares (CVOSs), e localiza-se ao lado dos neurdnios termorregulatéros
no hipotalamo pré-optico. Os capilares dos CVOs séao fenestrados, o que permite
gue macromoléculas presentes na corrente circulatéria alcancem as células dentro
dessas estruturas, as quais tém a capacidade de monitorar informacoes
importantes para manter a homeostase (ENGBLOM, 2018; FERGUNSON, 2014,
SISO et al., 2010;).
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No inicio, foram sugeridos que os CVOs transmitiam sinais inflamatorios aos
neurdnios, por meio de estruturas cerebrais profundas. Em apoio a esta ideia, foi
demonstrado, que além dos CVOS, o OVLT também expressa receptores TRL para
os padrbées moleculares associados a patdgenos, como o LPS e citocinas
(BLOMGVIST; TSAl et al., 2014; BORNER et al., 2017; ENGBLOM, 2018).

1.4 CURCUMINA

A utilizacdo de alimentos na prevencdo e no tratamento de doencas é
comumente utilizado a milhares de anos. Considerado um alimento funcional, ou
seja, com propriedades que vado além do seu valor nutritivo basico, os potenciais
terapéuticos da Curcuma longa tém sido amplamente investigados nos ultimos
anos (BARANKEVIEZ; SALGADO, 2015; SEEHOFER et al., 2010; SIRO et al.,
2008; SOMAPAMIT et al., 2009; XIAO et al., 2012).

Esta planta é definida como rizomatosa, e pertence a familia Zingiberaceae, a
qual cresce em regides quentes e chuvosas de paises como: China, india,
Indonésia, Jamaica e Peru. No Brasil, a Circuma longa (curcumina) foi introduzida
no inicio da colonizacdo dos portugueses, contudo, foram os bandeirantes que
disseminaram o seu uso pelo interior do pais, onde recebe o nome de Curcumina
ou Acafrdao da Terra (AGGARWAL et al., 2013; GOEL et al, 2008;
JAYAPRAKASHA et al., 2012; TEIXEIRA, 2009;).



32

Figura 5 - Curcuma longa

Fonte: BASNET; SKALKO-BASNET, 2011.

Nota: A) Cdrcuma longa, planta com flor. B) Raiz cortada recentemente.
C) P6 da raiz. A figura A foi obtida com permissao do museu de
matéria médica do Japao.

A parte mais utilizada da curcumina é o rizoma, o qual fica localizado na
parte mais longa de sua raiz, uma vez que detém a maior concentracdo de
substancias responsaveis pelo seu valor mercadolégico e sua agéo terapéutica. Os
principais componentes quimicos dos rizomas da curcuma sao: 0s curcuminoides
ou polifendis naturais (curcumina 60%, desmetoxicurcumina 22% e
bisdesmeoxicurcumina 18%) e em menores proporcdes (2-5%), os Oleos
essenciais, compostos principalmente por turmerona dehidroturmerona e cetonas
aromaticas, as quais sao responsaveis pelas propriedades organolépticas desta
planta (BIANCHI; ANTUNES, 1999; COSTA, 2015).

Os curcumindides possuem propriedades anti-inflamatoria, antioxidante,
antidepressiva, anticancerigena, neuroprotetora, hepatoprotetora e
cardioprotetora, os quais sdo provenientes do seu principal principio ativo, a
curcumina. A curcumina foi isolada pela primeira vez por Voguel, em 1842, e
caracterizada como uma molécula lipofilica (de facil passagem na membrana
celular), e insolavel (na agua e no éter). Sua estrutura quimica foi descrita por
Lampe e Milodebeska em 1910, cuja férmula € C21H2006 (diferuloilmetano) e peso
molecular 368,37 (ARAUJO; LEON, 2001).
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Figura 6 - Estrutura quimica da curcumina

OCHs OCHs;

curcumina

Fonte: ARAUJO; LEON, 2001.

Em um modelo de sepse, Seehofer et al (2010), evidenciaram que o pré-
tratamento intraperitoneal (i.p.) com curcumina (100mg/Kg), apresentou efeito
hepatoprotetor em animais com sepse, induzidos por ligadura e perfuracdo cecal
(CLP), hepatectomia parcial ou ambos os procedimentos. Este composto foi capaz
de reduzir a liberacdo de enzimas hepaticas, bem como atenuar a expressao das
citocinas pro-inflamatdrias, IL-6 e TNF-a, através da reducdo do RNAm no tecido
hepatico. Adicionalmente, foi demonstrado por Wu e colaboradores (2006), que o
tratamento oral com curcumina (3 dias), antes do estimulo séptico induzido por
CLP, reduziu a liberacdo de enzimas hepaticas, bem como atenuou a expressao
do RNAm das citocinas pré-inflamatorias, IL-6 e TNF-a, no tecido hepatico.

Xiao e colaboradores (2012), evidenciaram em fluidos broncoalveolares de
animais septcémicos, que o tratamento com curcumina, 50 ou 200mg/Kg, i.p., duas
horas apds a inducdo da septicemia por CLP, apresentaram reducdo da lesao
pulmonar e atenuacdo do processo inflamatério. Uma vez que houve uma
significante reducéo da atividade da mieloperoxidase (MPO) e do malondialdeido
(MDA), (que sédo marcadores de peroxidacao lipidica), bem como a diminuicédo das
citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IL-8, e do fator inibidor de ativacdo dos
macrofagos, 6, 12 e 24 horas apos o CLP.

Outro fato interessante, apontado por Somapamit e estudiosos (2009), é que
em camundongos endotoxemicos, que receberam o tratamento ou pré-tratamento
com curcumina, nas doses de 50 e 100mg/Kg, apresentaram significante
modulacdo da frequéncia cardiaca e restauracdo da presséo arterial, de maneira

dose-dependente. Além disso, a responsividade vascular dos animais submetidos
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ao desafio imunolégico com LPS 10mg/Kg, foi melhorada apés o tratamento com
curcumina, em ambas as doses. A melhora hemodinamica e da resposta vascular
durante a endotoxemia, foram relacionadas pelos autores ao alivio do estresse
oxidativo. Isto deve-se a reducdo da sintese de superoxido derivado da aorta,
supressdao da peroxidacgao lipidica e oxidacao de proteinas, bem como a diminuigéo
do éxido nitrico urinario, os quais apresentam-se em altas quantidades durante a
endotoxemia.

Quanto aos aspectos comportamentais, a pesquisa de Kulkarni e
colaboradores (2008), demonstraram em um modelo de depressédo, que
camundongos tratados intraperitonealmente com 20mg/Kg de curcumina, 30
minutos antes de receberem Reserpina (1ml/100g, i.p.), apresentaram reducao do
tempo de imobilidade no teste de nado forcado, quando comparados ao grupo
controle. Evidenciaram ainda, que as concentracdes cerebrais de serotonina
estavam significativamente superiores em animais pré-tratados com curcumina,
guando comparado aos animais que ndo receberam o pré-tratamento com este
composto. Segundo 0s pesquisadores, a curcumina possui capacidade de
segmentar varias cascatas simultaneamente, desempenhando uma atividade
neuroprotetora.

Xu Ying e colaboradores (2005 b), demonstraram em camundongos preé-
tratados com curcumina 5 e 10mg/Kg, i.p., e posteriormente desafiados com LPS,
na dose de 0,83mg/Kg, i.p., apresentaram aumento da atividade exploratéria, no
teste de campo aberto, e reducdo do tempo de imobilidade, no teste de nado
forgcado, quando comparado ao grupo controle.

Corroborando com este estudo, Wang et al (2014), demonstraram um
resultado semelhante em animais que receberam o tratamento com curcumina, na
dose de 50mg/Kg, i.p., antes de serem submetidos ao desafio imunolégico com
LPS 0,83ug/Kg, i.p., onde observou-se uma prevenc¢do da reducdo do consumo a
sacarose, no teste de preferéncia a sacarose e diminuicdo do tempo de
imobolidade, nos testes de nado forcado e suspensdo pela cauda, quando
comparados aos animais que nao receberam o pré-tratamento com este composto.

Como exposto, sédo diversos os estudos que evidenciam o potencial anti-
inflamatério da curcumina, através de seu tratamento ou pré-tratamento em

diferentes modelos experimentais. Contudo, apesar do amplo conhecimento, ainda
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sdo escassos na literatura, dados consistentes a respeito do pré-tratamento agudo
com curcumina sobre o comportamento doentio e a febre, induzidos pelo
lipopolissacarideo. Frente a isso e tomado em conjunto todos os modelos de estudo
que evidenciam os beneficios da curcumina, hipotetizamos que o pré-tratamento

com curcumina previne o comportamento doentio e a febre.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da curcumina sobre o comportamento doentio induzido pelo

LPS em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar o efeito da administragdo intraperitoneal de LPS na dose de
500ug/Kg sobre as alteragdes comportamentais 2 horas apds sua
aplicacao;

b) Avaliar as alteracbes comportamentais durante o Sickness Behavior em
animais que receberam pré-tratamento com curcumina 25, 50 ou
100mg/Kg por gavagem;

c) Avaliar a acdo do pré-tratamento com curcumina 25, 50 ou 100mg/Kg p.o
sobre as alteragcfes termorregulatérias durante a endotoxemia;

d) Avaliar a acdo do pré-tratamento com curcumina 25, 50 ou 100mg/Kg p.o
sobre a concentragdo das citocinas plasméaticas TNF-a e IL-1 durante a

endotoxemia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos adultos machos (6 semanas), da linhagem Wistar,
pesando entre 200 e 300g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de
Alfenas-MG. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento (racao peletizada
normoproteica) e foram mantidos a temperatura de 23 + 2° C, em fotoperiodo
definido de 12 horas, com as luzes acesas as 07:00. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade

Federal de Alfenas, sob o numero de protocolo 39/2018.

3.2 DROGAS

Lipopolissacarideo proveniente de Escherichia coli (sorotipo 026: B6 —
Sigma Aldrich, USA), introduzido intraperitonealmente em dose Unica e diluido em
NaCl 0,9%. Curcumina (Sigma, Brasil) introduzida por gavagem, 2 dias
consecutivos, suspensa em carboximetilcelulose 0,5%, antes da aplicacdo de LPS.
Pentabidtico (Fort Dodge Saude Animal LTDA), Cetoprofeno, Tribromoetanol (TBE-

Sigma) e soro fisioldgico 0,9% (Isofarma).

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Dose e horério da aplicacdo do LPS

Afim de estudar o efeito do LPS sobre o comportamento doentio, a dose e 0
horario da aplicacdo do LPS foram selecionados amparados por estudos prévios
de nosso laboratoério. Selecionamos a dose de 500ug/Kg de lipopolissacarideo de
Escherichia coli (026: B6 — Sigma Aldrich, USA), e os animais foram submetidos a
testes comportamentais 2 horas apés a aplicacdo. A administragdo do LPS ou do
veiculo foi realizada por via intraperitoneal, em dose unica (SILVA, 2015; CABRAL,
2016; OLIVEIRA, 2016).
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3.3.2 Pré-tratamento com curcumina

A curcumina apresentada na forma de poO, foi suspensa em
carboximetilcelulose 0,5%, aplicada nas doses de 25, 50 ou 100mg/Kg (SORRENTI
et al., 2018).

Ap0Os a diluicdo do farmaco foi administrado no animal: curcumina 25, 50 ou
100mg/Kg ou veiculo (1ml/Kg), através de gavagem, por um periodo de 2 dias
consecutivos, as 07:30h. No segundo dia, 1 hora apds a ultima administracdo de
curcumina, foi injetado intraperitonealmente LPS 500ug/Kg ou veiculo (salina), e 2
horas apds sua administracao os testes foram realizados. Dessa forma, os animais

foram divididos em 8 grupos como descrito no quadro 1 (SORRENTI, et al., 2018).

Quadro 1 - Grupos experimentais (pré-tratamento com curcumina / desafio
imunolégico com LPS).

Pré-tratamento (p.o) Tratamento (i.p.) NUmero de animais por
(2 dias) (2° dia) grupo

Veiculo (1ml/Kg) Salina 8
Veiculo (1ml/Kg) LPS 8
curcumina (25mg/kg) Salina 8
curcumina (25mg/kg) LPS 8
curcumina (50mg/Kg) Salina 8
curcumina (50mg/Kg) LPS 8
curcumina (100mg/Kg) Salina 8
curcumina (100mg/Kg) LPS 8

Fonte: Da autora.

3.3.3 Dosagem de citocinas

Os animais foram anestesiados com TBE (250mg/kg; 0,1mL/g) e o sangue
coletado por decapitacédo, foi submetido a centrifugacdo por um periodo de 15
minutos a 3500 rpm, a fim de obter o plasma para posterior dosagem das citocinas

pro-inflamatorias: fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-13 (IL-1pB),
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usando o kit ELISA (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), de acordo com os protocolos

recomendados pelo fabricante.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1 Campo Aberto

A avaliagdo deste teste permitiu verificar a atividade locomotora em
roedores. Os animais foram colocados individualmente no centro de uma arena
circular de acrilico, com diametro de 60 cm e paredes com 50 cm de altura, de fundo
preto e filmados por 5 minutos para posterior andlise. Em seguida, o aparato foi
limpo com solucéo de etanol a 5% e a andlise foi realizada automaticamente pelo
software Ethovision XT versdo 9.0 (WILCONSON et al., 2007; TOYAMA, 2012).

3.4.2 Nado Forgado

O teste do Nado Forcado é um modelo utilizado para analisar parametros
preditivos a depressao (motivacdo) em roedores, de acordo com o método descrito
por Porsolt e colaboradores (1978).

Para a realizacdo do teste, utilizou-se um cilindro de acrilico, (com 24 cm de
didmetro e 60 cm de altura), completado com 40 cm de altura de agua (25°C a
28°C). Este volume de agua permitiu ao animal nadar (swim) ou boiar (float) sem
encostar as patas ou a cauda no fundo do aparato. Um dia antes do teste, 0s
animais foram submetidos ao nado por 15 minutos e apés a sessao de natacao
eles foram secos com toalhas e colocados sob uma lampada (32°C) durante 15-30
minutos. No dia do teste (24 horas apds a adaptacédo), os animais foram colocados
no cilindro por 5 minutos e o comportamento foi registrado através de flmagem, no
qual foram avaliados os parametros de imobilidade (floating), nado (swimming) e
escalada (climbing) (DETKE et al., 1995).
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3.4.3 Interacédo Social

O teste de interacdo social baseia-se no confronto entre o animal a ser
testado (animal residente) e um individuo da mesma espécie que tenha, porém,
com idade e peso inferior (no minimo 100g a menos - animal intruso). Ambos os
animais foram colocados na arena de campo aberto, e a interacao entre residente
e intruso foi registrada por 10 minutos através de uma camera filmadora. Para
prevenir que o comportamento exploratorio atrapalhe a expresséo da sociabilidade,
o animal residente foi habituado ao aparado por 3 dias consecutivos, anteriores ao
dia do teste, durante um periodo de 10 minutos.

No dia do teste, as duplas foram avaliadas de acordo com o tempo de
interacdo social total, ou seja, exploracdo anogenital (se eles seguem), imitam ou
montam no animal intruso (ato de colocar as patas dianteiras sobre o animal). Os
videos foram avaliados, e o tempo total de interacao entre residente e intruso foram
contados (DER-AVAKIAN; MARKOU, 2014).

3.4.4 Ingestéo Alimentar

Anteriormente ao dia do teste os animais foram alocados em caixas
individuais e tiveram livre acesso a agua e comida. No dia do teste, antes de receber
o tratamento, retirou-se a racdo por 2 horas. Posteriormente a essa restricao
alimentar, foi oferecida aos animais racao peletilizada previamente pesada e o
padrao de ingestdo alimentar foi monitorado durante 24 horas, por meio de
pesagem da racdo nos tempos de 2, 4, 6 e 24 horas ap0s sua reintroducao
(RORATO et al., 2012).

3.5 AVALIACAO DA TEMPERATURA CORPORAL POR TELEMETRIA

O teste de telemetria foi realizado em animais submetidos ao pré-tratamento
p.o. com veiculo ou curcumina (25, 50 ou 100mg/Kg) e posteriormente desafiados
imunologicamente com LPS, permitindo-nos avaliar se a droga em estudo participa

da modulacéo da febre.
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Cada animal recebeu um transmissor de biotelemetria (probe) (série 4000 E-
Mitter; Mini Mitter, Bend, OR), implantado na cavidade peritoneal que transmitiu
sinais, a cada um minuto, para uma placa receptora acoplada a um computador. O
acesso a cavidade peritoneal foi possivel por meio de laparotomia de
aproximadamente 2cm no abdémen, com os animais sob efeito de anestésico
injetavel (tribromoetanol 250mg/Kg - TBE, i.p.; Sigma Aldrich, Brasil). Apés o
implante do transmissor, a incisdo foi fechada por meio de aproximadamente trés
pontos internos feitos no tecido muscular e trés externos feitos no tecido epitelial,
em seguida foi administrado antibidtico (Pentabibtico; Fort Dodge, Brasil). Os
animais foram mantidos em uma caixa com temperatura controlada (32° C) até a
completa recuperacdo da anestesia. Posteriormente, os animais ficaram isolados
em gaiolas individuais com livre acesso a agua e comida (CLEMENT; MILLS;
BROCKWAY, 1989).

Apbs a insercdo do probe e completa recuperacao dos animais (7 dias apos
cirurgia), eles foram posicionados sobre uma placa receptora (Data Sciences) para
coleta da temperatura interna e receberam administracdo de salina ou LPS. As
informacdes foram coletadas durante 24 horas e repassadas para o software (Vital
View, Mini Mitter), onde os dados estavam armazenados, sendo que somente 0s
animais que se apresentaram com temperatura interna inferior a 37,5°C foram
submetidos ao teste.

Para determinacdo da temperatura basal, foi calculado a média das
temperaturas aferidas 30 minutos antes da primeira administracdo, e a diferenga
entre a temperatura basal média e a temperatura obtida a cada intervalo, para
obtencéo da variacdo de temperatura (delta) (CRUNFLI; VILELA; GIUSTI-PAIVA,
2014; SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2015.
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Figura 7 - Receptor de telemetria (Data Science)
conectado ao computador.

Fonte: OLIVEIRA, 2016.

Figura 8 - Transmissor de telemetria e demonstracdo do programa
utilizado para a coleta de dados de temperatura.
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2016.

Nota: A) Transmissor de temperatura (probe). B) Demonstra¢édo do
programa utilizado para coleta dos dados de temperatura, 0s
quais sao exibidos graficamente no monitor e armazenados em
arquivo digital.

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.6.1 Efeito do pré-tratamento com curcumina sobre o comportamento

doentio

Apbs selecionarmos a dose e o horério de aplicagéo de LPS (500ug/Kg, i.p.),
inciamos o pré-tratamento com a curcumina. Os animais receberam atraves de
gavagem, veiculo (1ml/Kg) ou curcumina (25, 50 ou 100mg/Kg), por um periodo de
2 dias consecutivos. No segundo dia, aplicamos intraperitonealmente o LPS, uma
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hora apéds a Ultima dose de curcumina e 2 horas ap0s a sua aplicacdo, submetemos
0S animais aos testes comportamentais de campo aberto, nado for¢ado, interacao

social e ingestéo alimentar (Figura 9).

Figura 9 - Protocolo experimental do efeito do pré-tratamento com
curcumina em animais submetidos a endotoxemia.
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Fonte: Da autora.

3.6.2 Efeito do pré-tratamento com curcumina sobre a concentragdo

plasmética de citocinas durante a endotoxemia.

Os animais receberam através de gavagem, veiculo (1ml/Kg) ou curcumina
(25, 50 ou 100mg/Kg), por um periodo de dois dias conscecutivos. No segundo dia,
aplicamos LPS i.p. e ap6s duas horas da sua aplicacao, coletamos o0 sangue para
dosagem das citocinas TNF-a e IL-15. Um outro grupo de animais também passou
pelos procedimentos descritos anteriormente, contudo, a coleta foi realizada 24

horas apés o desafio imunoldgico com LPS (Figura 10).
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Figura 10 - Protocolo experimental do efeito do pré-tratamento com
curcumina sobre a concentracdo plasmatica de citocinas
durante a endotoxemia.
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3.6.3 Efeito do pré-tratamento com curcumina na febre induzida pela

endotoxemia

Os animais passaram por um procedimento cirdrgico para o implante do
probe, afim de verificarmos sua temperatura interna e apdés o periodo de
recuperacao (7 dias), eles receberam através de gavagem, curcumina (25, 50 ou
100mg/Kg) ou veiculo (1ml/Kg), por um periodo de dois dias. No segundo dia, uma
hora apd6s a ultima dose de curcumina, aplicamos LPS e duas horas apos,
colocamos as caixas contendo os animais (alocados individualmente) sob
receptores de telemetria conectados a um computador para registro da temperatura

interna-. O registro foi realizado durante 8 horas (Figura 11).
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Figura 11 - Protocolo experimental do efeito do pré-tratamento com
curcumina na febre induzida pela endotoxemia.
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Fonte: Da autora.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando-se o programa do software GraphPad
versdo 8.0 e expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para a
comparacao dos efeitos do pré-tratamento (p.0. com curcumina ou veiculo) e o
desafio imunoldgico (tratamento com solugdo salina ou com LPS) foram utilizados
a analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pos-teste de Tukey,
para a avaliacdo dos parametros comportamentais e dosagem de citocinas. Quanto
a analise da termorregulacdo, os fatores pré-tratamento (p.o. com curcumina ou
veiculo), desafio imunoldgico (tratamento com salina ou com LPS) e tempo foram
utilizados a anélise de variancia (ANOVA) de trés vias, seguida pelo pos-teste de
Tukey. O nivel de significancia foi baseado em valores de p inferiores a 0,05
(p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM CURCUMINA NAS RESPOSTAS
COMPORTAMENTAIS A ENDOTOXEMIA

4.1.1 Campo Aberto

A seguir, a figura 12, mostra o desempenho comportamental no teste de
campo aberto de ratos que foram pré-tratados p.o. com veiculo ou curcumina nas
doses de (25, 50 ou 100mg/Kg, p.0.) e posteriormente receberam uma injecao i.p.
de veiculo ou LPS (500ug/Kg).

Nos animais do grupo veiculo+LPS, observou-se uma reducao da distancia
percorrida (p<0,001, figura 12A) e aumento do tempo de imobilidade (p<0,01, figura
12B) no aparato, em relacdo ao grupo controle.

Podemos notar ainda, que apés 2 horas do tratamento com LPS i.p., 0s
animais pré-tratados com curcumina (25mg/Kg, p.o.) apresentaram reducao na
distancia percorrida (p<0,01, figura 12A) quando comparado ao grupo controle
(veiculo+SAL) e dessa forma, podemos notar que a dose de 25mg/Kg da droga,
nao foi capaz de prevenir o comportamento doentio induzido pelo LPS. Contudo,
ao pré-tratar os animais com curcumina nas doses de (50 ou 100mg/Kg, p.0), hota-
se uma prevencdo deste parametro, com aumento significativo da distancia
percorrida (p<0,01 e p<0,1, figura 12A) respectivamente quando comparado ao
grupo (veiculo+LPS). Nao observamos diferenca significativa entre os grupos pré-
tratados com curcumina (em todas as doses testadas) e o grupo controle, no

parametro tempo de imobilidade (figura 12B) (Analise estatistica — Tabela 1).



Figura 12 - Efeitos do pré-tratamento com curcumina durante a

endotoxemia em animais submetidos ao teste de
Campo Aberto.
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Nota: Em A temos a distancia percorrida (m), em B, o tempo de

imobilidade (s) em animais pré-tratados com veiculo ou
curcumina (25, 50 ou 100mg/Kg), p.o., e posteriormente
submetidos a endotoxemia. Estatistica: ANOVA = 2 vias,
com pos teste de Tukey (n=8). ** p<0,01 e *** p<0,001
comparados ao grupo controle, # p<0,01 e ## p<0,01
comparados ao grupo veiculo+LPS.

Tabela 1 - Andlise de variancia de duas vias no Teste de Campo Aberto, em
grupos pré-tratados com veiculo ou curcumina (Pré-tratamento) e
submetidos a injecao de veiculo ou LPS (Desafio imunoldgico).

Parametros Pré-tratamento Desafio Interacao
imunoldgico
Distancia F(3,55)=3,236 F(1,55)=29,12 F(3,55)=4,212
percorrida P 0,0290 P<0,0001 P=0,0094
Tempo de F(3,55)=1,145 F(1,55)=22,71 F(3,55)=2,537
imobilidade P=0,3390 P<0,0001 P=0,0661

Fonte: Da autora.
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4.1.2 Nado Forcado

A seguir, a figura 13, permite a avaliacdo da performance comportamental
dos ratos machos adultos submetidos ao teste de nado forcado em animais
submetidos ao pré-tratamento p.o. com veiculo ou curcumina, 2 horas apos
tratamento i.p. com salina ou LPS. Nos animais do grupo veiculo+LPS, observou-
se um aumento do tempo de imobilidade (p<0,01, figura 13A) e reducédo no tempo
de nado (p<0,1, figura 13B) quando comparados ao grupo controle.

O parametro de tempo de imobilidade permitiu-nos observar, que apenas os
animais que receberam o pré-tratamento com a curcumina (50 e 100mg/Kg, p.o.),
antes da aplicacdo do LPS, apresentaram reducao no tempo de imobilidade (p<0,1
e p<0,001, figura 13A) e aumento no tempo de nado (p<0,1 e p<0,001, figura 14B)
em relacdo ao grupo veiculo+LPS, reforgando que apenas nestas doses, o farmaco
foi capaz de atenuar/prevenir o comportamento semelhante ao depressivo.

Quanto ao parametro de escalada, observamos uma diferenca significativa
apenas nos animais do grupo curcumina (100mg/Kg) +LPS (<0,001) em relacéo ao
controle, onde um aumento da escalada reforca o efeito desta dose (Analise
estatistica — Tabela 2



Figura 13 - Efeitos do pré-tratamento com curcumina durante a

endotoxemia em animais submetidos ao teste de Nado
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Nota: Observamos em A temos o tempo de imobilidade (s), em B, o

tempo de nado (s), e em C, o tempo de escalada (s) em animais
pré-tratados com veiculo ou curcumina (25, 50 ou 100 mg/Kg),
p.0., e posteriormente submetidos a endotoxemia. Estatistica:
ANOVA = 2 vias, com pés teste de Tukey (n=8). * p<0,1 e **
p<0,01 comparados ao grupo controle, # <p0,1 e ### p<0,001
comparados ao grupo veiculo+LPS.

Tabela 2 - Andlise de variancia de duas vias no Teste de Nado Forcado, em
grupos pré-tratados com veiculo oucurcumina (Pré-tratamento) e
submetidos a injecao de veiculo ou LPS (Desafio imunologico).

Parametros Pré-tratamento Desafio Interacao
imunolégico
Tempo de F(3,56)=13,38 F(1,56)=11,65 F(3,56)=3,424
Imobilidade P<0,0001 P=0,0012 P=0,0232
Tempo de F (3,56)=8,036 F(1,56)=10,18 F(3,56)=2,563
Nado P=0,0002 P=0,0023 P=0,0638
Tempo de F(3,56)=1881 F(1,56)=1,246 F(3,56)=1,518
Escalada P<0,0001 P=0,2691 P=0,2199

Fonte: Da autora.
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4.1.3 Interacédo Social

A seguir, a figura 14, permite-nos avaliar o tempo total de interacéo social
em ratos que foram pré-tratados com veiculo ou curcumina nas doses de (25, 50
ou 100mg/Kg, p.0.) e posteriormente receberam uma injecdo i.p. de veiculo ou LPS.

Observa-se gue os animais do grupo veiculo+LPS apresentaram reducéo no
tempo de interacgao total (p< 0.001) quando comparados ao grupo controle.

E notavel ainda, que apds 2 horas do tratamento com LPS i.p., 0os animais
pré-tratados com curcumina nas doses de (50 e 100mg/Kg, p.0.), apresentaram um
aumento (p<0,001) do tempo de intera¢do social, quando comparados aos animais

do grupo V+LPS (Andlise estatistica — Tabela 3).

Figura 14 - Efeitos do pré-tratamento com curcumina durante a
endotoxemia em animais submetidos ao teste de
Interacdo Social.
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Nota: Tempo de interacdo social total (s) no teste de interacdo social

em animais pré-tratados com veiculo ou curcumina (25, 50 ou
100 mg/Kg), p.o., e posteriormente submetidos a endotoxemia.
Estatistica: ANOVA = 2 vias, com pés teste de Tukey (n=8). ***
p<0,001 comparados ao grupo controle, ### p<0,001
comparados ao grupo veiculo+LPS.

Tabela 3: Analise de variancia de duas vias no Teste de Interagdo Social, em
grupos pré-tratados com veiculo ou curcumina (Pré-tratamento) e
submetidos a injecdo de veiculo ou LPS (Desafio imunologico).

Parametros Pré-tratamento Desafio Interacao
imunolégico
Interac&o F (3, 54) = 16,85 F(1,54)=117,7 F (3, 54) = 27,42
Total P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Fonte: Da autora.
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4.1.4 Ingestao Alimentar

A seguir, a figura 15A, corresponde a avaliacdo da ingestdo alimentar dos
animais submetidos ao pré-tratamento com curcumina e posteriormente a
endotoxemia.

Notou-se que os animais do grupo veiculo+LPS apresentaram uma reducéo
da ingestéo alimentar (p<0,001, figura 15B), 24 horas apds o desafio imunologico,
guando comparados ao grupo controle. Essa reducdo também foi observada em
animais do grupo curcumina (25mg/Kg) +LPS (p<0,001, figura 15C), refor¢cando que
a dose de (25mg/Kg) do farmaco, ndo foi capaz de prevenir a diminuicdo da
ingestao alimentar induzida pelo LPS. Contudo, nos animais dos grupos curcumina
(50mg/Kg)+LPS e curcumina (100mg/Kg)+LPS, observou-se um aumento
significativo da ingestéo alimentar apds 24 horas (p<0,001 para ambos, figura 15C)
em relacdo ao grupo tratado com veiculo+LPS (Andlise estatistica — Tabela 4).
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Figura 15 - Efeitos do pré-tratamento com curcumina durante a
endotoxemia em animais submetidos ao teste de
Ingestdo Alimentar.
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Fonte: Da autora.

Nota: Em A temos a ingestdo alimentar durante a endotoxemia. Em B, a ingestdo alimentar em
24 horas ap6s o desafio imunolégico, em animais pré-tratados p.o. com veiculo. Em C, a
ingestdo alimentar em 24 horas apo6s o desafio imunolégico com LPS em animais pré-
tratados com veiculo ou curcumina (cur) (25, 50 ou 100 mg/Kg), p.o. Estatistica: ANOVA
= 2 vias, com pos teste de Tukey (n=8) ***p<0,001 comparados ao grupo controle,
###p<0,001 comparados ao grupo veiculo+LPS.
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Tabela 4 - Andlise de variancia de duas vias no Teste de Ingestdo Alimentar, em
grupos pré-tratados com veiculo ou curcumina (Pré-tratamento) e
submetidos a injecéo i.p. de veiculo ou LPS (Desafio imunolégico).

Parametros Pré-tratamento Desafio Interacéo
imunoldégico
Ingestéo F (3,55 =1841 F(1,55)=120,5 F(3,55)=19,45
Alimentar (g) P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001
24 horas

Fonte: Da autora.

4.2 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM CURCUMINA SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS PLASMATICAS EM 2 HORAS DURANTE
A ENDOTOXEMIA

A seguir, a figura 16, demonstra a concentracdo plasmatica de citocinas,
TNF-a e IL1-B, 2 horas ap6s o desafio imunolégico com LPS, em animais que foram
pré-tratados com veiculo ou curcumina nas doses de (25, 50 ou 100mg/Kg, p.o.).

Observamos que os animais do grupo veiculo+LPS apresentaram um
aumento significativo das citocinas TNF-a (p<0,0001, figura 16A) e IL-113 (p<0,0001,
figura 16B) quando comparados ao grupo controle.

Podemos notar ainda, que apos 2 horas do tratamento com LPS, o pré-
tratamento com curcumina em todas as doses testadas preveniu 0 aumento das
citocinas TNF-a (p<0,0001, p<0,0001 e p<0,001 respectivamente, figura 16A) e da
IL1-B (p<0,0001 para todos, figura 16B), quando comparado ao grupo veiculo+LPS
(Analise estatistica — Tabela 5).



Figura 16 - Nivel de concentracdo plasmatica de TNF-a e IL-1B 2 horas
apos a aplicacdo de LPS em animais pré-tratados com

curcumina.
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Nota: Em A, temos o nivel de concentragcdo plasmatica de TNF-q, e

em B, o nivel de concentracdo plasmatica de IL1-f 2 horas
durante a endotoxemia, em animais pré-tratados com veiculo ou
curcumina (25, 50 oul00 mg/Kg, p.o.). Estatistica: ANOVA = 2
vias, com pos teste de Tukey (n=8) ****p<0,0001 comparados ao
grupo controle, ###p<0,001, ####p<0,0001 comparados ao
grupo veiculo+LPS.
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Tabela 5 - Andlise de variancia de duas vias em grupos pré-tratados com
veiculo ou curcumina (Pré-tratamento) e submetidos a injecéo de
veiculo ou LPS (Desafio imunologico), em relacdo as
concentracbes de citocinas plasmaticas 2 horas durante a
endotoxemia.

Dosagem de Pré-tratamento Desafio Interacao
citocinas imunoldgico
IL-18 F(3,52)=17,71 F(1,52)=26,85 F (3,52)=18,02
P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001
TNF- a F(3,54)=7,165 F(1,54)=9,697 F(3,54)=7,298
P=0,0004 P=0,0030 P=0,0003

Fonte: Da autora

4.3 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM CURCUMINA SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS PLASMATICAS EM 24 HORAS
DURANTE A ENDOTOXEMIA

A sequir, afigura 17, apresenta a concentracdo plasmatica das citocinas pré-
inflamatorias, TNF-a e IL-1B, 24 horas apds a administracdo de LPS, em animais
que receberam o pré-tratamento com curcumina nas doses de (25, 50 ou
100mg/Kg, p.o.). N&o observamos diferenca significativa entre os grupos testados
quando comparados ao grupo controle ou veiculo+LPS (Andlise estatistica —
Tabela 6). Este dado reafirma o que ja € explicito na literatura, a qual nos traz que

os efeitos do LPS se tornam imperceptiveis 24 horas ap0s sua administracao.
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Figura 17 - Nivel de concentracdo plasmatica de TNF-a e IL-18 24
horas durante & endotoxemia de animais pré-tratados
com curcumina.
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Fonte: Da autora.
Nota: Em A, temos o nivel de concentracao plasmatica de TNF-a, e

em B, o nivel de concentragdo plasmética de IL1-B 24 horas
durante a endotoxemia, em animais pré-tratados com veiculo
ou curcumina (25, 50 oul100 mg/Kg, p.o.). Estatistica: ANOVA
= 2 vias, com pos teste de Tukey (n=3).
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Tabela 6 - Analise de variancia de duas vias em grupos pré-tratados com veiculo
ou curcumina (Pré-tratamento) e submetidos & injecéo de veiculo ou
LPS (Desafio Imunolégico), em relacdo as concentracdes de citocinas
plasmaticas 24 horas durante a endotoxemia.

Dosagem de Pré-tratamento Desafio Interacdo
citocinas imunoldgico
IL-1B F (3, 16) = F (1, 16) = F (3, 16) =
P=-1#IND P=-1#IND P=-1#IND
TNF-a F(3,16)=3,236 F(1,16)=3,463 F(3,16)=
P=0,0501 P=0,0812 0,3701
P=0,7756

Fonte: Da autora.

4.4 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM CURCUMINA SOBRE AS
ALTERACOES TERMORREGULATORIAS DURANTE A ENDOTOXEMIA

A sequir, a figura 18, demonstra a avaliagédo do delta da temperatura corporal
em animais endotoxémicos submetidos ao pré-tratamento (p.o0.) com veiculo ou
curcumina nas doses de 25, 50 ou 100mg/Kg.

Observamos nas figuras 18A, 18B e 18C que os animais do grupo
veiculo+LPS apresentaram o desenvolvimento da resposta febril, 170 minutos apés
a aplicacdo do LPS (p<0,001, p<0,001 e p<0,05, respectivamente), quando
comparado ao grupo controle. Uma resposta semelhante a esta, também podde ser
observada em ratos que receberam o pré-tratamento com curcumina na dose de
25mg/Kg, 140 minutos apos a aplicacao da endotoxina (p<0,05 quando comparado
ao grupo controle, ou seja, esta dose nao foi capaz de prevenir a febre.

Contudo, notamos que o pré-tramento com curcumina nas doses de 50 e
100mg/Kg, foi capaz de prevenir a febre induzida pelo LPS nestes animais. I1sso
pode ser constatato ao compararmos estes grupos (cur 50+LPS e cur 100+LPS) ao
grupo V+LPS (figuras 18B e 18C) (p<0,01 para ambos) (Analise estatistica — Tabela
7).



Figura 18 - Efeitos do pré-tratamento com curcumina durante
endotoxemia em animais submetidos a telemetria.
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Fonte: Da autora,

Nota: Em A, temos o efeio do pré-tratamento com curcumina (25mg/Kg) sobre o delta de
temperatura. Em B, temos o efeito do pré-tartamento com curcumina (50mg/Kg)
sobre o delta de temperatura. Em C, temos o efeito do pré-tratamento com
curcumina (100mg/Kg) sobre o delta de temperatura. Estatistica: ANOVA = 2 vias,
com pos teste de Tukey (n=6-7) *(p<0,1), **(p<0,01) comparados ao grupo controle,

##p<0,01, ###p<0,001 comparados ao grupo veiculo+LPS.
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Tabela 7 - Analise de variancia de trés vias em grupos pré-tratados com
veiculo ou curcumina (Pré-tratamento) e submetidos a injecédo de
veiculo ou LPS (Desafio Imunolégico) em relacdo as alteracbes
termorregulatorias.

Doses 25mg/Kg 50mg/Kg 100mg/Kg

Tempo F (51, 1144) = F (51, 1144) = F (51, 1144)=5,166
9,231 4,440 P<0,0001
P<0,0001

Curcumina F (1, 1144) = F (1, 1144) =550,8 F (1, 1144) =637,7
0,9048 P<0,0001 P<0,0001
P=0,3417

LPS F(1,1144) = 1194 F (1, 1144) =400,7 F (1, 1144)=227,1
P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Tempo F (51, 1144) = F (51, 1144) = F (51, 1144)=3,275

X 0,2122 P>0,9999 4,316 P<0,0001

curcumina P<0,0001

Tempo F (51, 1144) = F (51, 1144) = F (51, 1144)=4,353

X 10,21 5,099 P<0,0001

LPS P<0,0001 P<0,0001

curcumina F (1, F (1, 1144) =484,2 F (1, 1144)=718,0

X 1144)=0,06143 P<0,0001 P<0,0001

Lps P:O,8043

Tempo F (51, F (51, 1144) = F (51, 1144) = 6,535

X 1144)=0,5947 6,101 P<0,0001

curcumina P:O,9896 P<0,0001

X

LPS

Fonte: Da autora
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5 DISCUSSAO

5.1 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO COM CURCUMINA SOBRE AS
RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS A ENDOTOXEMIA

O comportamento doentio representa uma estratégia altamente regulada e
adaptativa do organismo, visando promover a recuperacao deste quadro. O LPS é
frequentemente utilizado em diferentes estudos, para estimular o sistema imune
inato de maneira semelhante a uma infeccdo bacteriana. Diante disso, Varios
trabalhos tém demonstrado que a sua administracdo sistémica ou no cérebro
(ventriculo lateral) culmina em alteragdes imunoldgicas, fisioldgicas,
termorregulatorias e comportamentais (DANTZER et al., 2008; KRISHNADAS;
CAVANAGH, 2012; OLIVEIRA, 2016; SILVA, 2015).

Dentre as alteracbes comportamentais podemos elencar: letargia, reducao
da atividade locomotora/exploratéria e do comportamento social, anorexia, perda
de peso, anedonia, comportamentmo tipo-depressivo e aumento de sensibilidade a
dor, as quais em conjunto, sdo denominadas comportamento doentio. Estas
respostas comportamentais aliadas a resposta febrii e as alteracdes
neuroendocrinas, sao mediadas pela ativacdo do sistema imunolégico,
representando uma estratégia altamente organizada para combater a infeccdo no
hospedeiro (de PAIVA et al., 2010; HART, 1988; KENT et al.,1992; RIBEIRO et al.,
2013).

O comportamento doentio é caracterizado como um estado motivacional,
onde o animal encontra-se empenhado a evitar o gasto energético, proporcionando
uma resposta imune eficaz e desfavorecendo o patégeno. Alguns dos sintomas
observados nos animais submetidos ao desafio imunolégico com LPS, séo
semelhantes aos sintomas clinicamente relevantes na depresséo e ansiedade em
seres humanos (HUANG; WYNNE, 2008; O’'CONNOR; LAWSON; ANDRE, 2009).

Os comportamentos semelhantes a depresséo, bem como as alteragcbes na
locomogédo e na ingestdao alimentar e febre podem ser observados no
comportamento doentio. A literatura nos traz que os modelos comportamentais séo
boas ferramentas para constatar o curso e a gravidade do comprometimento

imunoldgico dos animais ao receberem dose sistémica de LPS. E sabido também
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que os testes utilizados em nosso estudo como: campo aberto, nado forcado,
interacdo social, ingestdo alimentar e telemetria, sdo descritos em trabalhos
anteriores como metodologias eficazes para estudar o efeito desta endotoxina
(DANTZER, 2004; GRANGER et al., 2013; LIU et al., 2007).

Tomaz et al (2013), demonstraram que camundongos que receberam a dose
de 500ug/Kg de LPS, i.p., e posteriormente submetidos ao teste de campo aberto
e nado forcado, duas horas apés a aplicacdo do mesmo, apresentaram uma
reducdo da capacidade exploratoria/locomotora e aumento do tempo de
imobilidade, caracterizando um quadro de comportamento doentio. Este resultado
corrobora com os achados de um estudo semelhante, desenvolvido por Murray e
colaboradores (2011), onde constataram que camundongos tratados com a mesma
dose de LPS também apresentaram reducdo da locomocgédo no teste de campo
aberto.

A pesquisa realizada por Cabral (2016), também evidenciou a reducéo na
atividade locomotiva e exploratdria e maior tempo de imobilidade nos animais
submetidos ao desafio imunolégico com LPS (200, 500, 1000ug/Kg), corroborando
com os achados de Mello et al (2013), que também demonstraram que
camundongos tratados com LPS na dose de 500ug/Kg, desempenhavam menor
locomogé&o no aparato de campo aberto e maior tempo de imobilidade no teste de
nado forcado.

Estudos anteriores de nosso laboratorio, utilizaram uma curva dose-resposta
para avaliar as diferentes doses de LPS (100, 200, 500, 1000 e 2000ug/Kg) em
ratos e camundongos, demonstrando que esta endotoxina possui a capacidade de
reduzir o namero de cruzamentos totais no teste de campo aberto e da
sociabilidade no teste de interacdo social, provocar a anorexia, bem como aumentar
o tempo de imobilidade nos testes de nado forgcado e suspenséo pela cauda e
induzir febre, fortalecendo os achados da literatura (de PAIVA, 2013; OLIVEIRA,
2016; PAULA JUNIOR, 2015).

Diante destes achados e de estudos prévios realizados em nosso
laboratdrio, baseamos a escolha de nossa dose de LPS. Selecionamos a dose de
500 pg/Kg, afim de ativar o sistema imune e desencadear o comportamento doentio
e a resposta febril nos animais analisados. Ademais, a escolha da via de

administracao i.p. se deve ao fato de que a mesma pode influenciar tanto na
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comunicacdo neuroimune quanto na termorregulacdo, induzindo as alteracdes
comportamentais j& mencionadas, além de permitir a rapida entrada do LPS na
corrente sanguinea (BASSI et al.,, 2012; de PAIVA et al., MUNFORD, 2010;
NOGUEIRA DE PAIVA, 2013; ORLANDI et al., 2015; O'REILLY; SILVA, 2015;
VANDER; KLUGER, 1988; YIRMYA, 1996).

Trabalhos anteriores sugerem que o apice da resposta comportamental,
apos o desafio imunolégico com LPS, ocorre apés 2 horas, sendo esta atenuada
conforme o decorrer do tempo, tornando-se imperceptivel em 24 horas apos a
aplicacéo do mesmo. Desta forma, 2 horas ap0s a administragdo de salina ou LPS,
os testes comportamentais foram realizados nos ratos Wistar machos adultos
(CHAOULOFF; DURAND; MORMEDE, 1997; de PAIVA et al.,, 2010; GIUSTI-
PAIVA, 2015; NOLDER; SHOTZ, 2007; ORLANDI et al., 2015; SILVA, 2015).

Em nosso trabalho os animais do grupo veiculo+LPS apresentaram uma
reducdo na capacidade locomotora/exploratéria no teste de campo aberto e da
sociabilidade no teste de interacdo social, reducéo da ingestao alimentar e aumento
do tempo de imobilidade no teste de nado forcado, quando comparados ao grupo
controle (veiculo+salina), permitindo-nos constatar a capacidade do LPS, nesta
dose, de produzir respostas caracteristicas do comportamento doentio, conforme
anteriormente enfatizado nos achados da literatura e de nosso laboratério
(OLIVEIRA, 2016; TOWNSEND et al., 2014).

Ha na literatura um significativo nimero de trabalhos cientificos cujo objetivo
€ verificar a eficacia terapéutica da curcumina em diferentes atividades
farmacoldgicas, contudo séo escassos os trabalhos que abordem conjuntamente
este fitoterapico e a endotoxemia, induzida pelo LPS. Diante disso, nosso trabalho
fez-se importante, permitindo-nos investigar seus efeitos no comportamento
doentio (ARAUJO; LEON, 2011; KULKANI et al.,2008; SOMAPAMIT et al., 2009;
SEEHOFER et al., 2010; XIAO et al., 2012).

Nossos resultados revelaram que a curcumina na dose de 25 mg/Kg, antes da
aplicacao i.p. de LPS, nédo foi capaz de prevenir o comportamento doentio em
nenhum dos aparatos testados, contudo, quando o pré-tratamento foi realizado com
as doses de 50 ou 100 mg/Kg, p.o., foi possivel observar a prevencédo do

comportamento doentio.
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Berbigier et al (2017), demonstraram que o pré-tratamento por 28 dias com
curcumina, na dose de 50 mg/Kg, através de gavagem, preveniu a diminui¢cdo da
atividade locomotora induzida pelo estresse crénico, moderado e imprevisivel.
Corroborando com este estudo, Sorrenti e colaboradores (2018), mostraram um
resultado semelhante em animais que receberam esta mesma dose de curcumina
(por um curto periodo de tempo).

Em um modelo de Parkinson induzido por LPS, onde observamos um
comprometimento da funcdo locomotora/exploratéria no teste de campo aberto, a
curcumina administrada p.o. na dose de 100 mg/Kg, foi capaz de prevenir este
quadro, o trabalho relacionou este resultado aos possiveis efeitos neuroprotetores
desta droga na substancia negra (MANSOURI et al., 2012).

Os nossos resultados no teste de campo aberto corroboram com os estudos
citados anteriormente, pois foi possivel observar a prevencao da diminuicdo da
distancia percorrida induzida pelo LPS, em animais que receberam o pré-
tratamento com curcumina nas doses de 50 e 100mg/Kg, (p.o.), durante 2 dias
consecutivos.

Quanto ao comportamento tipo-depressivo, Pires e colaboradores (2013),
demonstraram o papel da curcumina em modelos animais de depresséo,
ressaltando seu efeito antidepressivo e a sua atividade serotoninérgica. Xu et al
(2005), demonstraram que o uso a longo prazo de curcumina nas doses de (2,5, 5
ou 10mg/Kg/dia), foi capaz de diminuir significativamente o tempo de imobilidade
dos animais, submetidos ao teste de nado forcado ap6s o desafio imunolégico com
LPS, desenvolvendo efeito semelhante ao da imipramina 10mg/Kg, i.p.

Similarmente, Yu e colaboradores (2002), observaram que apoés 14 dias de
pré-tratamento em camundongos com curcumina nas doses de (140, 280 ou
560mg/Kg/dia), através de gavagem e submetidos a endotoxemia, apresentaram
uma diminuigc&o significativa no tempo de imobilidade no teste de suspenséao pela
cauda e no nado forgado. Curiosamente, este efeito foi superior ao tratamento com
fluoxetina na dose de 20mg/Kg, via oral.

Achados de Wang e colaboradores (2008), apontam que camundongos que
receberam p.o. as doses de 5 ou 10mg/Kg de curcumina, 45 minutos antes do teste
do nado forcado, apresentaram reducao significativa do tempo de imobilidade

guando comparados aos animais tratados apenas com veiculo. Xu e colaboradores
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(2015), realizaram o teste de nado forcado em animais bulbectomizados, que
receberam esta droga doses de (1,25, 2,5, 5 ou 10mg/kg), p.o., por 14 dias e
constataram a diminuicdo do tempo de imobilidade no teste de nado forcado. Ainda
neste mesmo estudo, os autores relataram que os efeitos das doses de 5 e
10mg/Kg de curcumina, foram similares ao desempenhado por animais
bulbectomizados e tratados com imipramina na dose de 10mg/Kg. Berbigier e
colaboradores (2017), também constataram que o0 tempo de imobilidade
encontrava-se reduzido no teste de nado forcado em animais pré-tratados com
curcumina na dose de 50mg/Kg, p.o., e posteriormente submetidos ao estresse
crénico, moderado e imprevisivel.

Estes dados nos permitem sugerir uma curva dose-dependente para a
relacdo entre as doses de curcumina administradas e a diminui¢do da imobilidade,
observada nos testes de suspenséo pela cauda e nado forcado. Nossos resultados
no teste de nado forgcado, em animais pré-tratados com curcumina, nas doses de
50 e 100mg/Kg, p.o., antes da aplicacao i.p. de LPS, permitiu-nos inferir que esta
droga, foi capaz de reduzir significativamente o tempo de imobilidade de maneira
dose-dependente, corroborando com os dados demonstrados anteriormente,
evidenciando dessa forma, o papel antidepressivo da curcumina.

Outro parametro investigado no comportamento doentio é a sociabilidade, a
qual apresenta-se diminuida durante a endotoxemia. Um estudo realizado por
Fishkin e Winslow (1997), demonstraram que camundongos submetidos ao desafio
imunolégico com LPS 15mg/Kg, i.p., apresentaram reducdo da interacdo social
quando comparados ao grupo controle. Entretanto, quando estes animais
receberam o pré-tratamento de indometacina 3 ou 30mg/Kg ou ibuprofeno 1 ou
100mg/Kg, ambas i.p., observou-se a prevenc¢ao da diminuicdo do comportamento
de interacao social, induzido pela endotoxina.

Porém, na literatura ainda s8o escassas pesquisas que abordem
conjuntamente a administracdo de curcumina frente ao desafio imunolégico com
LPS no teste de interacdo social, tornando nosso estudo necessario, sendo o
primeiro a realizar essa abordagem. Em nossos estudos, o pré-tratamento com
curcumina nas doses de 50 e 100mg/Kg, p.o., antes da aplicacédo de LPS, preveniu

a reducéo da interagéo social, induzida pelo mesmo.
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A anorexia € uma resposta comportamental frequentemente observada
durante o comportamento doentio. Murray (1979), observou que camundongos
alimentados a forca durante infeccbes bacterianas, podem reduzir o tempo de
sobrevivéncia e aumentar a mortalidade. Von Meyenburg e colaboradores (2004),
relataram que camundongos com dele¢Bes genéticas em componentes da via de
sinalizacdo do TLR4, exibiram auséncia de anorexia em resposta ao LPS.
Entretanto, nos animais que foram expostos a esta endotoxina, mas que nao
sofreram esta delecao, apresentaram reducao na ingestao alimentar.

Paiva et al (2010), demonstraram que 0 pré-tratamento com os anti-
inflamatdrios, indometacina 10mg/Kg e nimesulida 5mg/Kg, ambas administradas
i.p., foram capazes de previnir a diminuicdo da ingestao alimentar em 24 horas, nos
animais submetidos a endotoxemia.

Quanto ao uso da curcumina em testes de avaliagdo do comportamento
ingestivo, Sorrenti e estudiosos (2018), demonstraram que camundongos
submetidos ao pré-tratamento (p.o.) com este fitoterapico, na dose de 50mg/Kg,
apresentaram uma prevencao da reducao da ingestao alimentar induzida pelo LPS.
Resultado que corrobora com os achados de nosso estudo, onde constatamos que
animais dos grupos curcumina(50mg/Kg)+LPS e curcumina(100mg/Kg)+LPS
apresentaram um aumento da ingestdo alimentar apds 24 horas, quando
comparados aos animais do grupo veiculo+LPS, reforcando o possivel papel da
curcumina em modular regides mesolimbicas e hipotalamicas, relacionadas a
motivagdo em procurar e consumir alimentos de elevado valor hedonico e regular
0s niveis e acdo de mediadores orexigenos e anorexigenos, induzindo o apetite.

A respeito das citocinas plasmaticas, sabe-se que sua importancia no
processo inflamat6rio comecou a ser ressaltada a partir da década de 80, desde
entdo, diversos estudos abordaram seu desempenho em infec¢des virais, hepatite
e no cancer. No compormento doentio, a literatura aborda seu papel crucial no
estabelecimento de uma resposta imune eficaz e desfavoravel ao patdégeno. E
sabido que a administracdo de inje¢Oes tanto intracerebroventricular quanto
intraperitoneal, é capaz de induzirem roedores um estado doentio completo,
incluindo: reducdo do comportamento locomotor/exploratorio, diminuicdo da

ingestao alimentar, aumento do tempo de imobilidade, anedonia, abstinéncia social
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e febre (BLHUTHE et al., 1996; BLUTHE et al. 2000; KONSMAN et al., 2000; PALIN
et al., 2007; PALLIN et al., 2009; SKELLY et al., 2013; WIECZOREK et al., 2005).

Estudos relatam que o LPS é considerado um potente indutor da inflamacéo,
capaz de desencadear uma resposta com liberacdo de mediadores pro- e anti-
inflamatorios, os quais sdo essenciais neste processo conforme ja abordado em
nosso estudo (BLUTHE et al., 1992; CHUN-HEY et al., 2015; LAYE et al., 2000;
LUHESHI et al., 1996).

Luheshi e colaboradores (1996), mostraram que ratos pré-tratados com
interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra) apresentaram uma reducédo da febre
induzida pelo LPS. Estudos de Laye et al (2000) e Bluthe et al (1992), demonstram
ainda, que injecdes i.c.v. ou i.p. de IL-1Ra reverteram parcialmente a inibicdo da
alimentacdo e comportamento social apresentada em animais que receberam LPS.

Bluthe et al (2000), evidenciaram que a administracdo de um fragmento de
TNF (soltvel no cérebro) em camundongos IL-1R, bloqueia as ac¢des bioldgicas do
TNF-a enddégeno no cérebro, podendo dessa forma extinguir a ativacdo imune
induzida pelo LPS, revelando a capacidade das citocinas ndo atuarem
isoladamente, mas agirem de forma sinérgica na mediacao da cascata imune.

Em nosso estudo, observamos que o pré-tratamento com curcumina foi
capaz de prevenir a sintese das citocinas pré-inflamatoérias, TNF-a e IL1-B,
induzidas pelo desafio imunologico com LPS, em todas as doses testadas. Nosso
achado corrobora com o trabalho de Goel e colaboradores (2008), que
descreveram a capacidade da curcumina de regular negativamente varias citocinas
pré-inflamatérias, como o TNF-a e a IL1-B, bem como a proteina quinase ativada
por mitdgeno (MAPK), COX, lipoxigenase e o fator de transcricdo, NF-kB.

Um trabalho de Boozari et al (2019), elucida o papel desta fitoterapico no
processo inflamatério, evidenciando seu efeito anti-inflamatério como modulador,
atuando sobre o receptor TLR4. Sabe-se que a ativacdo deste receptor
desencadeia uma série de eventos intracelulares de sinalizagéo, os quais culminam
na expressao de NF-kB e producdo de citocinas pré-inflamatorias, além de ser
responsavel pela ativacdo inata do sistema imunolégico. O LPS induz a
dimerizacédo do TLR4 que, por sua vez, leva a ativagao do ligante ao receptor.

Gradsier et al (2007) demonstraram que a curcumina se liga com afinidade

a Proteina de Diferenciacdo Mielbide 2 (MD2), que é o componente de ligagdo ao
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LPS do complexo MD-2/TRL4. Corroborando com este estudo, Zang e estudiosos
(2018), demonstraram que um analogo de curcumina atuou como um inibidor do
MD2, pela competicdo da ligacdo do LPS ao mesmo. Young e colaboradores
(2006), demonstraram ainda, que durante a sinalizacdo do TRL4, induzida por
endotoxina, a curcumina € capaz de exercer efeitos inibitérios através de vias
dependentes das proteinas MyD88 e TRIF.

Adicionalmente, a curcumina possui a capacidade de inibir diversos
mediadores inflamatérios como: o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6),
a quinase associada ao receptor IL-1 (IRAK1), a proteina quimiotatica de
macrofagos-1 (MCP-1), a proteina inflamatéria macrofagica-2 (MIP-2) e a
expressdo de NF-kB, revelando-nos seu efeito na expressdo das citocinas
associadas a via de sinalizacdo do TRL4 (KATO et al., 2004; PENG et al., 2010).

Alguns achados recentes da literatura demonstraram que as acdes anti-
inflamatdrias da curcumina também podem estar relacionadas a via de sinalizacao
JAK-STAT, participando dessa maneira da interacdo entre as citocinas e 0s seus
respectivos receptores presentes no dominio citoplasmatico. A curcumina possui a
capacidade de bloquear a via JAK-STAT e consequentemente a sintese de
citocinas pro-inflamatérias, amenizando a inflamagdo nas células cerebrais
(BOYLE et al., 2014; KIM et al., 2003; XU et al., 1997).

Conforme demonstrado nestes trabalhos, € claro o papel da curcumina na
modulacao da resposta inflamatéria. Nosso estudo reafirma estes dados, pois 0s
grupos (curcumina+LPS), apresentaram niveis plasmaticos de TNF-a e IL1-B
significativamente baixos, em todas as doses testadas em relacdo ao grupo
(V+Salina). Vale ressaltar ainda, que o comportamento doentio foi prevenido apés
duas horas da administracdo de LPS, em animais que receberam a curcumina nas
doses (50 e 100mg/Kg). Contudo, o mesmo néo pode ser observado em animais
curcumina(25mg/Kg)+LPS quando comparados ao controle.

Sabe-se que as citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-
a e IFN-y) promovem a ativagéo do processo inflamatorio, auxiliando na eliminagéo
de patdgenos, por meio da ativacdo das células do sistema imune, como ja
mencionado. A respeito das anti-inflamatorias (IL-4, 1L-10, IL-13, TGF-B), elas

atuam promovendo a reducdo da resposta inflamatéria, através da diminui¢cdo da
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sintese de citocinas pro-inflamatérias e outros mediadores inflamatorios
(MARQUES:; CIZZA; STERNBERG, 2007).

Chen et al (2018), mostraram que o pré-tratamento p.0. com curcumina nas
doses de 50, 100 ou 200mg/Kg foi capaz de reduzir a concentracao plasmatica de
TNF-a, bem como aumentar o nivel plasmatico de IL-10 em camundongos
septicémicos. Corroborando com este estudo, Kumar e colaboradores (2017),
demonstraram ainda que o pré-tratamento com curcumina (120mg/Kg), via oral, foi
capaz de reduzir a concentracdo plasmatica das citocinas pré-inflamatérias TNF-q,
IL-6 e IL-8, bem como aumentar o nivel plasmético de IL-10.

A febre, mediada por citocinas, principalmente IL-6, apresenta um valor
adaptativo ao animal, pois € capaz de favorecer a recuperacdo do hospedeiro,
diminuindo a multiplicacdo de agentes termossensiveis e ativando as células do
sistema imune envolvidas na destruicdo do patdgeno, as quais auxiliam na
producéo de anticorpos (DANTZER, 2001; HART, 1988).

No que diz respeito a esta resposta adaptativa, relacionada ao ajuste da
temperatura corporal, nossos resultados apontam que 0s animais que receberam
V+LPS e curcumina(25mg/Kg)+LPS, apresentaram um quadro febril desencadeado
2 horas ap6s a administracdo da endotoxina e persistiu nas horas seguintes
avaliadas (6 horas). Foi possivel notar ainda, a prevencédo da febre induzida pelo
LPS, em animais que receberam o pré-tratamento com curcumina nas doses de 50
e 100mg/Kg.

Oliveira (2016), induziu febre em camundongos utilizando a cepa de LPS
utilizada em nosso estudo (026: B6) e observaram que uma dose menor, 200ug/Kg,
foi capaz de desencadear este quadro. Paiva (2013), administraram LPS
(500ug/Kg) em ratos e observaram uma resposta febril 2 horas apds sua
administracdo. Um trabalho de Huang e estudiosos (2008), demonstrou ainda, que
coelhos que receberam injecdo intravenosa de LPS (2ug/Kg), mas foram pré-
tratados com curcumina (i.p.) apresentaram uma prevencéo da resposta febril.

Na literatura sdo escassas as pesquisas que abordam conjuntamente a
administracdo de curcumina frente ao desafio imunolégico com LPS no
desencadeamento da resposta febril em roedores, tornando o nosso estudo um

pioneiro em abordar este parametro para as drogas em estudo.
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Amparados no exposto, podemos sugerir que a resposta controversa
observada em animais curcumina(25mg/Kg)+LPS, quanto aos parametros
analisados no comportamento doentio, niveis plasmaticos das citocinas e febre,
possivelmente estéo relacionados a outras citocinas pro-inflamatoérias, ndo dosadas
em nosso estudo. Podemos enfatizar ainda, a participacdo das citocinas anti-
inflamatorias, ndo menos importantes na modulagéo da resposta inflamatoria, as
quais também merecem nossa atencao.

Frente a estas informacdes, sugerimos que o pré-tratamento com curcumina
nas doses de 50 e 100mg/Kg € capaz de prevenir o comportamento doentio, bem
como o aumento dos niveis plasmaticos das citocinas proé-inflamatérias e
aparecimento do estado febril, induzidos pelo LPS, possivelmente por inibir o co-
receptor de TRL4, o MD2, os quais juntos ativam o fator de transcricdo NF-kB,
induzindo a sintese e liberacdo das citocinas, as quais se ligariam aos seus
receptores no SNC e ativariam a COX-2, importante na sintese de prostaglandinas
(figura 19) (BLUTHE et al., 2000; BOYLE et al., 2014; KIM et al., 2003; PIRES et
al., 2013).

Figura 19 - Participagéo da curcumina nas respostas a endotoxemia
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Fonte: Da autora.

Nota: No desafio imunolégico com LPS, notamos o aumento da sintese de
citocinas, as quais se ligam aos seus receptores ho SNC, e ativam a
atividade da COX-2, importante na sintese de PGs. Porém, quando pré-
tratamos com curcumina (50 ou 100mg/Kg, p.0.), possivelmente inibimos
0 co-receptor de TRL4, MD2, o quais juntos ativam o fator de transcrilgao
NF-kB, induzindo a sintese e liberacao de citocinas, as quais se ligariam
em seus receptores no SNC e ativariam a atividade da COX-2, induzindo
a sintese de PGs, as quais sdo essenciais para o desenvolvimento do
comportamento doentio.



70

6 CONCLUSAO

O presente trabalho permite-nos concluir que o LPS na dose de 500ug/Kg
induz o comportamento doentio, o qual & caracterizado pela diminuicdo da
locomocéao/exploragdo e da motivacdo para escapar das situacdes aversivas e
anorexia, acompanhados pelo aumento das citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e
IL1-B. O pré-tratamento com curcumina (50 e 100mg/Kg) é capaz de prevenir 0
comportamento doentio e a febre possivelmente em decorréncia da reducéo da

sintese e liberacdo de citocinas induzidas pelo LPS.
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