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RESUMO

A presenca de endotoxina bacteriana na corrente circulatéria é associada ao inicio e
manutencdo da sepse, condigdo complexa e heterogénea que promove a liberacdo de
mediadores inflamatdrios, os quais conduzem a alteragdes no sistema nervoso central e
subsequente resposta imunoldgica inflamatoria desequilibrada, com desencadeamento da
sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgdos (SDMO). Os receptores TRPV1, por sua vez,
participam da modulacdo de diversos sistemas e podem influenciar processos fisiologicos
comprometidos por inflamacdo, representando potencial alvo terapéutico. O objetivo do
estudo foi avaliar a participacao dos receptores TRPV1 na lesdo pulmonar aguda/sindrome do
desconforto respiratorio agudo (LPA/SDRA) e no comportamento doentio induzidos por
endotoxina por meio do bloqueio de tais receptores com capsazepina (CPZ) em camundongos.
No tocante a LPA/SDRA, os camundongos tiveram lesdo induzida por LPS 5,0mg/kg com
simultanea aplicacdo de CPZ e foram submetidos a analise ap6s 24 horas. Foi observada a
reducdo das resisténcias do sistema e tecidual, além da diminuicéo do colapso alveolar com o
bloqueio dos receptores TRPV1, evidenciando a modulagdo da LPA/SDRA por esses
receptores. Em relagdo ao comportamento doentio, camundongos receberam administracdo de
CPZ 30 minutos antes da aplicacdo de LPS 200ug/kg, e ap6s 2 horas foram submetidos aos
testes comportamentais, coleta de sangue e tecidos. Observou-se que a administracdo do
bloqueador atenuou os efeitos tipo-ansiosos e depressivos, 0 aumento de temperatura corporal
e a expressao de c-fos em algumas areas encefalicas induzidos pelo LPS. Entretanto, a CPZ
ndo promoveu alteracbes na mobilidade, ingestdo alimentar, ganho de peso, niveis
plasmaticos de citocinas e expressdo proteica dos receptores no hipocampo e hipotalamo.
Tais resultados sugerem a participacdo dos receptores TRPV1 na modulacdo do
comportamento doentio, na regulacdo da temperatura corporal e na mecénica respiratoria apos

desafio imunoldgico.

Palavras-chave: Endotoxemia. TRPV1. LPA. Comportamento doentio.



ABSTRACT

Bacterial endotoxin presence in the bloodstream is associated with the onset and
maintenance of sepsis, complex and heterogeneous condition that promotes the release of
inflammatory mediators, which lead to changes in the central nervous system and subsequent
unbalanced inflammatory immune response, with consequent multiple organ failure. The
TRPV1 receptor, in turn, participate in the modulation of different systems and can influence
physiological processes impaired by inflammation, and so represent a potential therapeutic
target. The aim of the study was to evaluate the involvement of TRPV1 receptors in acute
lung injury/ acute respiratory distress syndrome (ALI/ARDS) and in the sickness behavior
induced by endotoxin, with the blockade by capsazepine (CPZ) in mice. Regarding the
ALI/ARDS, animals had the disease induced by LPS 5.0mg/kg with simultaneous application
of CPZ and were analyzed after 24 hours. Reduced resistance of the system and tissue was
observed, in addition to decreased alveolar collapse by the blockade of TRPV1 receptors,
showing a modulation by these receptors in the ALI/ARDS. Regarding sickness behavior,
animals received CPZ administration 30 minutes before application of LPS 200 pg/kg, and
after 2 hours were submitted to the behavioral tests and blood and tissues collection. The
administration of blocker attenuated the anxious and depressive-like effects, the increased
body temperature and the c-fos expression in some brain areas induced by LPS. However,
CPZ did not promote changes in mobility, food intake, weight gain, plasma levels of
cytokines and protein expression in the hippocampus and hypothalamus. These results suggest
the involvement of TRPV1 receptors in the modulation of sickness behavior, in regulating

body temperature and respiratory mechanics after immune challenge.

Keywords: Endotoxemy. TRPV1. ALI. Sickness behavior.
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1 INTRODUCAO

A endotoxina (lipopolissacarideo; LPS) é um componente da parede celular de
bactérias gram-negativas associada ao inicio e manutencdo da sepse, resposta inflamatoria a
infeccdo, caracterizada por subsequentes alteragdes hemodindmicas, respiratorias,
metabdlicas, hormonais, imunoldgicas e inflamatorias, que pode agravar-se e levar a
disfuncdo organica e choque séptico, que possui taxas de mortalidade superiores a 80%
(LEVY et al., 2003; MARTIN, 2013; NAMAS et al., 2012; PEREIRA JUNIOR et al., 1998;
SPITZER, 1993).

Os componentes bacterianos promovem ampla ativacdo celular que resulta na
liberacdo de diversos mediadores inflamat6rios como citocinas, quimiocinas, prostaglandinas,
oxido nitrico e radicais livres, que podem desencadear dano mitocondrial e celular. Tais
mediadores sdo também responsaveis por vasodilatacdo e liberacdo de moléculas de adeséo
que resultam em migracdo de neutrdfilos e mondcitos e ativacdo de linfocitos e células
endoteliais (KARIMA et al., 1999; VAN DER POLL, VAN DEVENTER, 1999).

A liberacdo dos mediadores inflamatorios, por diversas vias, é capaz de enviar sinais
para o sistema nervoso central (SNC) que promovem alteracdes no sistema nervoso autbnomo
e enddcrino, regulando a resposta do individuo a infeccdo (MARTIN, 2013) podendo causar
anorexia, febre e ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), tendo como resultado
0 aumento da producéo dos corticoides (DANTZER, 2009).

Tais estimulos enviados ao SNC podem ser manifestados através de alteracdes
comportamentais, caracterizando processo conhecido como comportamento doentio ou
sickness behavior, que engloba varias alteraces, como a reducgéo de atividade locomotora, de
ingestdo de agua e alimento e de interagdo social, que sdo vistas como estratégias de
redirecionamento de energia para 0o combate da infeccdo (DANTZER, 2009; SILVA,
GIUSTI-PAIVA, 2015).

Adicionalmente, € sabido que em resposta ao patdgeno as citocinas produzidas e 0s
proprios componentes bacterianos promovem a ativacao da cascata de coagulacdo que resulta
em hipoperfusdo, coagulacdo intravascular disseminada e piora da fungdo celular pela
hipdxia. Sendo assim, em conjunto, estes fatores podem acarretar a disfuncdo organica, que da
inicio a condicdo letal de faléncia de maltiplos 6rgdos associada a resposta inflamatoria severa
a infecgdo (BONE, 1991; OSUCHOWSKI et al., 2006).
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A disfuncdo de mdaltiplos 6rgdos, como dito, é muitas vezes causada pela producao
excessiva de citocinas, que ocorre na sindrome da resposta inflamatoria sistémica, sendo o
pulmdo um o6rgdo comumente afetado, com desenvolvimento de lesdo pulmonar aguda
(LPA)/sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) por aproximadamente 40% dos
pacientes sépticos, representando assim uma das principais causas de morte em pacientes
internados na unidade de terapia intensiva (LI et al., 2015).

Diversos mediadores séo liberados frente a ativacdo do sistema imune, como por
exemplo as quimiocinas, o0xido nitrico, citocinas, prostaglandinas, tromboxanos, histamina,
endotelinas e bradicinina, que agem em varios tipos de receptores a fim de modular a resposta
do organismo. Dentre os mediadores inflamatorios, é sabido que a bradicinina, fator de
crescimento neural e as prostaglandinas podem induzir a estimulagdo dos receptores TRPV1
(receptor vanildide de potencial transitorio tipo 1, do inglés transient receptor potential —
vanilloid) (VOETS et al., 2005).

Eles sdo conhecidos também como receptores de capsaicina, e sdo canais catidnicos
ndo seletivos expressos predominantemente nas fibras sensoriais de pequeno didmetro
ativados por varios ligantes como capsaicina, resiniferatoxina, pH acido, altas temperaturas,
substancias lipidicas enddgenas chamadas de endovanildides (como anandamida e derivados
da lipooxigenase), além de alguns mediadores quimicos enddgenos liberados durante lesdo
tissular ou infec¢do, como dito anteriormente (CALIXTO et al., 2005; CATERINA et al.,
1997; RYSKAMP, 2014; TOMINAGA et al., 1998; ZYGMUNT et al., 1999).

Esses receptores sdo expressos em varias regides do SNC como por exemplo, o bulbo
olfatorio, cértex, hipocampo, hipotalamo e mesencéfalo (TOTH et al., 2005), sendo que a
presenca dos TRPV1 em estruturas encefalicas como o cdértex pré-frontal, complexo
amigdaloide, hipocampo, hipotdlamo e substancia cinzenta periaquedutal (MEZEY et al,
2000; TOTH et al, 2005) sugere que esses receptores estejam envolvidos em diversas fungoes
do SNC, além de participarem de controle dos estados emocionais relacionados ao medo e
ansiedade (AGUIAR et al., 2014).

Estudos indicam a participacdo destes receptores também em patologias respiratorias,
associando sua estimulagdo a mecanismos de tosse, hipersecrecdo, hiperreatividade,
broncoconstricdo e derrame vascular (GEPPETTI, MATERAZZI, NICOLETTI, 2006;
GRONEBERG et al., 2004; JIA & LEE, 2007).

Existem evidéncias crescentes de que varios receptores de potencial transitorio (TRP),
sobretudo os TRPV1, podem influenciar sistemas fisioldgicos comprometidos na sepse e
podem assim representar alvos terapéuticos potencias (SAND et al., 2015). Portanto, o
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importante papel dos receptores TRPV1 durante condi¢BGes inflamatorias, faz deles
protagonistas potenciais para acdo de varios mediadores (CALIXTO et al., 2005) o que,
juntamente a habilidade de integrar muitos estimulos torna os TRPV1 foco de diversos
estudos.
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Nos tdpicos apresentados a seguir encontra-se a revisdo da literatura acerca dos temas

abordados no trabalho.

2.1 ENDOTOXEMIA E SEPSE

Em 1991 em conferéncia de consenso entre 0 American College of Chest Physicians

(ACCP) e a Society of Critical Care Medicine (SCCM) foram propostas delimitagcdes

conceituais e praticas em relacdo a resposta inflamatdria sistémica a infeccao, sendo que dez

anos apdés, em 2001, tais conceitos foram revistos, de acordo com o exposto na tabela 01

(LEVY et al., 2003).

Tabela 01- Delimita¢Ges conceituais da International Sepsis Definitions Conference

Termo

Conceito

Infeccéo

SIRS (Sindrome da resposta inflamatéria
sistémica — do inglés systemic inflammatory
response syndrome)

Sepse

Sepse severa

Choque séptico

Disfuncéo de maltiplos érgdos

Processo patoldgico desencadeado por micro-
organismo patogénico ou potencialmente
patogénico.

Caracterizada por ser uma resposta inespecifica do
organismo a uma variedade de situacGes que
geram inflamag&o - infeccdo, queimaduras,
pancreatite aguda, trauma, e outras. Sendo
necessarios, para sua deteccao, combinagédo de
condigdes descritas no documento.

Sindrome clinica definida pela presenca tanto de
infeccdo quanto de resposta inflamatdria
sistémica.

Refere-se a sepse com disfuncdo de 6rgdos e é
considerada uma das causas mais comuns de
morte em UTls.

Estado de faléncia circulatoria caracterizada pela
hipotenséo arterial ndo relacionada a outras
causas.

Disfuncdo fisioldgica progressiva em dois ou mais
sistemas de 6rgdos ap0s uma grave ameaga para a
homeostase sistémica.

Fonte: Dados retirados de Levy et al., 2003.
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A endotoxemia corresponde a presenca de endotoxina bacteriana na corrente
circulatéria, evento diretamente associado ao inicio e manutencdo da sepse, que diz respeito a
resposta inflamatdria sistémica secundéria a infeccdo bacteriana grave (SPITZER, 1993).
Existem mudltiplas possibilidades de interacdo entre o organismo e patdgeno, dentre elas a
infeccdo, SIRS, sepse, sepse severa, choque séptico e disfuncdo de multiplos o6rgéos e
sistemas (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

A ativacdo sistémica inflamatoria e das vias de coagulagdo, em resposta a uma
infeccdo microbiana de partes normalmente estéreis do corpo caracterizam a sepse, condi¢do
devastadora em que a forma severa constitui causa de muita morte em unidades de terapia
intensiva e esta associada a taxas de mortalidade de 30-50% (LEVY et al., 2003; MAI et al.,
2012).

Suas manifestagBes clinicas variam com a intensidade da resposta inflamatoria
sistémica e a presenca e gravidade de disfuncdes organicas (SILVA et al., 2004), tendo como
0s principais desencadeadores da resposta inflamatdéria do hospedeiro os componentes da
parede bacteriana, no qual destacam-se 0s acidos teicoico e lipoteicoico das bactérias gram-
positivas e o lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina das bactérias gram-negativas
(GLAUSER, 2000). As ultimas sdo os microrganismos mais identificados em culturas de
pacientes seépticos, embora também possam estar presentes as bactérias gram-positivas,
fungos e virus, sendo a interacdo destes elementos com o hospedeiro capazes de desencadear
resposta imunoldgica inflamatéria com desequilibrio da homeostase e bloqueio metabdlico
em varios 0rgaos, o que promove a sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgdos (SDMO) e
Obito na maioria dos casos (PARILLO, 1993; PEREIRA JR et al., 1998).

O desenvolvimento de padrdes experimentais de sepse para elucidar a progressao e
fisiopatologia da patologia clinica abrange as Ultimas oito décadas e iniciou-se em 1930 com
o0 isolamento da endotoxina (MAI et al, 2012). Um modelo frequentemente usado de sepse
experimental envolve a administracdo sistémica de endotoxinas (lipopolissacarideo, LPS)
(PATEL et al., 2010), que apresenta a vantagem da padronizagéo de doses e de simular varios
efeitos observados em pacientes com sepse e choque septico, como as alteracOes
hemodindmicas, reducdo da perfusdo tissular, diminuicdo do débito urinario,
hiporresponsividade a agentes vasoconstritores, coagulacdo intravascular disseminada e a
producéo de grandes quantidades de citocinas na circulacdo. Além disso, € um modelo pratico
e reproduzivel em muitas espécies animais (BEM-SAHAUL et al., 1999; HINSHAW et al.,
1992; MACARTHUR et al., 2000; MITAKA et al., 1997).
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Sabe-se que durante a resposta inflamatdria estimulada por endotoxina, as citocinas
liberadas podem promover a reativacdo das células fagocitarias e dependendo da dose,
desencadeiam vérios efeitos no hospedeiro, como a ativacdo da cascata inflamatoria, que
forma um ciclo vicioso inflamatério (BLACKWELL; CHRISTMAN, 1996), perpetuando o
ciclo inflamatério de abrangéncia sisttmica e induzindo estado hipercatabolico (ABBAS;
LICHTMAN, 2004), o que reafirma a endotoxemia como o fendmeno predecessor da sepse
(AKAMINE et al., 2007).

Pat6genos que invadem o organismo sdo identificados de maneira inespecifica atraves
de PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos, do inglés pathogen-associated
molecular patterns) que sdo reconhecidos por células fagociticas que expressam receptores
TLRs (Toll-like receptor) e entdo desencadeiam resposta imune (DANTZER, 2009).

O LPS, em especial, no organismo do hospedeiro, liga-se a proteina especifica no
plasma, denominada LBP (LPS-binding protein), que acelera a associa¢do do LPS ao receptor
CD14, um receptor primario de LPS, que é expresso nos macrofagos. O complexo LPS-CD14
inicia a sinalizagdo intracelular para interagir com o receptor de membrana, TLR-4 (Toll-like
receptor-4), presente na superficie de células apresentadoras de antigenos (mondcitos e
macrofagos). Como resultado hd o aumento da atividade fagocitica e inducdo da secrecdo de
mediadores pré-inflamatorios como prostaglandinas, histamina e serotonina (KELMER,
2009); citocinas como fator de necrose tumoral o (TNF- o), interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 1P (IL1P) e ainda a estimulacdo da 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e a
cicloxigenase 2 (COX 2) (NISHIO et al., 2013). Entretanto, embora as citocinas tenham papel
fundamental na resposta inflamatoria local, sua producdo excessiva estd relacionada com a
resposta inflamatoria sistémica e suas repercussdes (ROSENFELD; PAPO; SHAI, 2006).

As citocinas podem alcancar o sistema nervoso central por transportadores especificos
presentes na barreira hematoencefalica ou migrar, através dos 6rgdos circunventriculares, para
o0 encéfalo, onde alcangam direta ou indiretamente neurdnios e células de apoio (microglia e
astrocitos) que promoverao alteragcdes no sistema nervoso autdbnomo e endocrino, regulando a
resposta do individuo a infeccdo (MARTIN, 2013). As interacfes entre o sistema nervoso
central e sistema imunol6gico sdo consideradas componentes principais da resposta
inflamatoria a sepse, e causam alteracdes nos sistemas neuroenddcrino, autonémico
(CHROUSOQOS, 1995), comportamental (GORDON et al., 2004) e disturbios em quaisquer
funcbes adaptaveis como as respostas imuno-inflamatorias e hemodindmicas no sistema
nervoso central (SAPER; BREDER,1994; SHARSHAR et al., 2004).
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Portanto, o marcado desequilibrio nas respostas de citocinas, acaba por transformar em
resposta danosa o0 que normalmente seria benéfico para combater a infeccdo (RITTIRSCH,
FLIERL, WARD, 2008). O resultado ¢é a sindrome da resposta inflamatdria sistémica, com
instalagdo de um estado de dificil controle e evolucéo imprevisivel que pode culminar com a
disfuncdo mdltipla dos 6rgaos e obito do paciente (JANDA et al., 2010), sendo a endotoxemia
seguida de liberacdo de TNFa e indugdo de sepse, a principal causa de SDMO (AKAMINE et
al., 2007).

E sabido que os rins, pulmdes e o figado sdo especialmente vulneraveis a danos
durante a sepse e que existe forte associacdo entre a quantidade de sistemas e 6rgdos com
disfuncdo e a situacdo dos pacientes, sendo que quanto mais érgdos com disfuncdo, maior o
risco de morte do individuo (ROSSAINT; ZARBOCK, 2015).

2.2 LESAO PULMONAR AGUDA (LPA)/SINDROME DA DISFUNGAO
RESPIRATORIA AGUDA (SDRA)

Diversas condicBGes clinicas atuam como fatores possiveis de desencadear e/ou
predispor a sindrome da disfuncdo respiratoria aguda (SDRA), podendo o sistema sofrer
efeito direto dos fatores etioldégicos no parénquima pulmonar, caracterizando a SDRA
pulmonar (causada por lesdo direta), ou entdo mediadores inflamatorios liberados em
qualquer outro 6rgdo ou sistema do corpo podem promover alteracdes pulmonares por lesdo
indireta (SDRA extrapulmonar) (KOSOUR et al., 2014).

A primeira designagdo da sindrome da disfungéo respiratoria aguda foi realizada em
1927, sendo que recentemente, em 2011, no Congresso da Sociedade Europeia de Berlim foi
discutida e apresentada uma nova definicdo em que a SDRA ¢é descrita como um tipo de lesdo
pulmonar inflamatoria de instalagdo aguda que promove aumento da permeabilidade dos
vasos sanguineos pulmonares, aumento do peso pulmonar e perda de tecido pulmonar aerado,
caracterizada clinicamente por hipoxemia, opacidade bilateral em radiografia, associada ao
aumento do espaco morto, diminuicdo da complacéncia pulmonar e dano alveolar difuso
(edema, inflamacgé@o ou hemorragia) (KOSOUR et al., 2014; RANIERI et al., 2012).

A lesdo pulmonar aguda (LPA - do inglés acute lung injury - ALI), por sua vez, é
caracterizada como uma forma branda da SDRA, sendo definida da mesma maneira,
distinguindo-se apenas pelo grau menos acentuado de hipoxemia. Portanto, vem sendo
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proposto o uso do termo SDRA de forma indistinta, apenas com a classificacdo da SDRA
como leve, moderada ou grave (AMATO et al., 2007; RANIERI et al., 2012).

A LPA aguda, que origina a SDRA, é geralmente caracterizada pela injuria do
endotélio e epitélio pulmonar, e consequentemente lesdo da membrana alveolocapilar, sendo
que a promocao e perpetuacdo da sindrome é atribuida a diversos mediadores como espécies
reativas de oxigénio (ROS), liberacdo anormal de proteases, neutréfilos, macrofagos e
linfocitos e citocinas pré-inflamatorias, que promovem adesdo, quimiotaxia, ativacdo de
leucocitos e a perda sustentada da funcéo da barreira alveolocapilar normal, além de poderem
desencadear a hipoxemia, devido a lesdo celular e alteracbes no surfactante promovida com
distdrbio da relacdo ventilacdo/perfusdo. (CHOPRA; REUBEN; SHARMA, 2009; KOSOUR
et al., 2014). Sendo assim, a intensa inflamacéo dos pulmdes com dano alveolar pode resultar
em disfuncdo de multiplos érgdos e morte (LIN et al, 2015), tendo como a principal causa de
desenvolvimento LPA na clinica, a sepse (MATTHAY; ZEMANS, 2011).

Os agentes infecciosos podem afetar os pulmdes indiretamente (via compartimento
vascular), fazendo com que a doenca se desenvolva rapidamente (STEINBERG; HUDSON,
2000), sendo as endotoxinas capazes de promover ativacdo do sistema enzimatico do plasma,
complemento e liberacdo do fator de Von Willebrand (marcador de ativacdo endotelial
presente em processos inflamatorios cujos indices elevados sdo relacionados a risco
aumentado de trombose). Na presenca de sepse, por sua vez, ocorre a liberagdo de citocinas e
sobretudo o TNF promove efeito citotoxico direto no endotélio com a interagdo com as
células endoteliais e aumento da atividade pro-coagulante e a producdo do inibidor do
plasminogénio, facilitando a coagulacdo e promovendo a ativacdo de neutréfilos, mondcitos e
linfocitos, que por sua vez liberam radicais livres (KARAKAYA et al., 2016; KOSOUR et al.,
2014).

Os pulmdes sdo particularmente vulneraveis a lesGes inflamatérias devido a liberagéo
de mediadores que é feita na circulacdo e portanto os atingem diretamente atraves do debito
cardiaco. Na LPA ocorre lesdo do epitélio alveolar e do endotélio capilar por diferentes
mediadores pro-inflamatorios, particularmente pelas citocinas, tais como o0 TNF- a, IL-1 e
IL-8 e como consequéncia, os neutréfilos sdo atraidos e tornam-se ativados, liberando
mediadores inflamatdrios, como oxidantes e proteases, que lesam diretamente o epitélio
alveolar e o endotélio vascular, propagando o processo inflamatorio. (MEDURI et al., 1995;
MATTHAY; ZEMANS, 2011). As pontes de ligacdes das proteinas de juncdo aderente no
endotélio (caderina endotelial - manutencdo da integridade dos microvasos) sao

desestabilizadas por citocinas como TNF-o, leucocitos e o sistema de coagulagdo, sendo
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assim promovem lesdo de células epiteliais, causando disfuncdo do transporte de fluido
normal no epitélio, induzindo a formacgdo do edema pulmonar (PUGIN et al., 1999). Desse
modo, as barreiras habitualmente responsaveis por impedir edema alveolar sdo perdidas,
havendo escape de proteinas do espaco intravascular em direcdo ao espaco intersticial
(WARE; MATTHAY, 2000; WIEDEMANN, 2006). O influxo de liquido rico em proteinas
para o interior dos alvéolos altera a integridade do surfactante, com lesdo adicional ao tecido
pulmonar e gera colapso alveolar (WARE; MATTHAY, 2000; WIEDEMANN, 2006).

Portanto, a sepse provocada através de infec¢bes por bactérias gram-negativas
promove uma resposta exagerada do hospedeiro a infeccdo e é a causa mais relevante e letal
de LPA/SDRA, sindrome de etiologia multifatorial caracterizada por lesdo morfoldgica
especifica chamada de dano alveolar difuso, evidenciado pela substituicdo do edema por
necrose celular, hiperplasia epitelial, inflamacdo e fibrose decorrentes da evolugdo do
processo, sendo considerados fortes indicativos de predisposicdo a mortalidade na
SDRA/LPA os niveis persistentemente elevados de IL-6, IL-8 e TNF-a (KATZENSTEIN;
BLOOR; LEIBOW, 1976; KOSOUR et al., 2014; MEDURI et al., 1995; REISS; UHLIG;
UHLIG, 2012.).

2.3 COMPORTAMENTO DOENTIO

As citocinas, sobretudo IL-1 (a e B), IL-6 e TNF- o, sdo tidas ainda como fatores
desencadeantes de alteracdes psicoldgicas e comportamentais, que associadas a resposta febril
e alteracOes neuroenddcrinas, representam uma estratégia altamente organizada para combater
a infeccdo, denominada comportamento doentio (do inglés sickness behavior) (DANTZER,
2009).

O comportamento doentio € uma resposta fisioldégica bem estabelecida promovida pela
ativacdo do sistema imune com resposta adaptativa e alteragcbes neuroimunes especificas a fim
de combater o patdgeno invasor e promover a cura rapidamente, protegendo o organismo.
Geralmente é um estado temporario, todavia, quando persistente, reacGes adversas e danosas
séo observadas, como, por exemplo o deficit de memoria e disfungéo cognitiva (DANTZER,
2009; KIRSTEN et al., 2015; ZHANG et al., 2016).

E sabido que o contexto ambiental em que o animal se encontra também é capaz de

modular tal comportamento, sendo que em situacbes em que h& risco de morte ou
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envolvimento em confronto (predadores, concorrentes e extremos climaticos, por exemplo),
sdo priorizados condutas como a luta ou fuga e comportamento materno, em relacdo ao
comportamento doentio (KIRSTEN et al., 2015; ZHANG et al., 2016).

Estimulos como obesidade (ASTIZ et al., 2016), delecdo de horménios ovarianos
(AZIZI-MALEKABADI et al., 2016), cancer e doengas auto-imunes (DANTZER et al., 2009)
sdo capazes de promover a ativacdo do sistema imune e portanto sdo relacionados ao
comportamento doentio, entretanto a forma mais usual e estudada para indugdo na
experimentacdo animal é a administracdo de lipopolissacarideo (BENSON et al., 2012;
HEUMANN; ROGER, 2002; KONSMAN et al., 2008), potente indutor que atraves da
ativacdo de uma cascata de processos imunes e ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal
(HHA), contribui para alteracGes de comportamentos, respostas fisioldgicas, neuroenddcrinas
e metabolicas que caracterizam o comportamento doentio (BANASIKOWSKI et al., 2015;
KIRSTEN et al., 2015).

A ativacdo do sistema imune inato via LPS ocorre por meio dos receptores toll-like
(TLR)-4 nas células imunoldgicas, incluindo macréfagos e mondcitos que induzem a
producdo de citocinas proinflamatérias IL-1 (a e B), TNF-a e IL-6 que em conjunto
promovem as alteracdes comportamentais caracteristicas (BARTON, MEDZHITOV 2003,
DANTZER, 2009). Tais modificacdes comportamentais sdo produzidas por meio da acdo de
citocinas no encéfalo, que ocorre através de duas formas principais: via neural, por meio de
neurbnios aferentes primarios que inervam a regido do corpo onde ocorre 0 processo
infeccioso; e via humoral, em que citocinas pré-inflamatdrias sdo produzidas por fagocitos
nos 6rgdos circunventriculares e plexo coroide em resposta aos PAMPS ou citocinas, seguidos
pela propagacdo de sinais imunes no parénquima enceféalico (DANTZER, 2009).

Durante o evento sdo observadas caracteristicas tipicas como reducdo da atividade e
exploracdo ambiental, da ingestdo de agua e alimentos, da interacdo social, da memoria, do
comportamento sexual, além da ocorréncia de febre. Tais alteracbes sdo tidas como
possibilidade de economia energéetica com finalidade de redirecionamento para o combate a
infeccdo (HART, 1988; SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2015).

A reducéo da atividade locomotora é uma resposta comumente vista apds tratamento
agudo com endotoxina, além do aumento do comportamento tipo-ansioso, que sao respostas a
infeccdo observadas ap0Os tratamento de roedores com doses variaveis de LPS (50-250
Mg/KQg), parametros avaliados por uma série de medidas, como nimero de transi¢des claro-
escuro, tempo no centro do campo aberto e redugbes no comportamento social
(BANASIKOWSKI et al., 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azizi-Malekabadi%20H%5Bauth%5D
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Outro comportamento comumente observado apds administracdo de LPS é o tipo-
depressivo, explicado, em sua maior parte, pela desregulacdo do eixo HHA, sendo parametros
como aumento no tempo de imobilidade nos testes de nado forgado e suspensao pela cauda e
anedonia, considerados como preditivos de comportamento tipo-depressivos em animais
(DANTZER, 2009; LI et al., 2015).

A febre, fator associado ao comportamento doentio, € uma resposta importante que
ocorre como parte da reacdo de fase aguda durante processos infecciosos e inflamatorios,
como parte de estratégia de defesa organizada pelo sistema imune quando o corpo € invadido
por agentes estranhos, de natureza infecciosa ou ndo, sendo o LPS um pirdgeno exdgeno
frequentemente utilizado para a simulacdo laboratorial (ROMANOVSKY et al., 1996;
ZEISBERGER, 1999).

Dentre 0s mais diversos receptores envolvidos na modulagdo de comportamentos, é
sabido que os receptores vanildides de potencial transitorio do tipo 1 (TRPV1) estdo sendo
estudados e relacionados as alteracGes tipicas do comportamento doentio. Estudos apontam os
receptores em questdo como alvo potencial para o desenvolvimento de drogas ansioliticas
(KASCKOW et al., 2004; MICALE et al.,, 2009; RUBINO et al., 2008; TERZIAN et al.,
2009), além de atuarem no comportamento tipo-depressivo (HAYASE, 2011; KASCKOW et
al., 2004; MANNA; UMATHE, 2012; YOU et al., 2012) e controle da temperatura corporal
(ALAWI et al., 2015; 1IDA et al.,2005; MILLS et al., 2008; ROMANOVSKY et al., 2009).

2.4 RECEPTORES VANILOIDES DE POTENCIAL TRANSITORIO DO TIPO 1 (TRPV1)

Receptores de potencial transitorio (TRP- do inglés Transient Receptor Potential) sdo
uma familia de canais catidnicos permeaveis a ion calcio em sua maioria, formados por seis
dominios transmembrana que podem ser ativados por diversos estimulos (mecanicos,
quimicos e térmicos) e estdo divididos em subfamilias de acordo com a sequéncia de
aminoéacidos (BEVAN; ANDERSSON, 2009; NILIUS et al., 2007; WU et al., 2010).

O TRPV1 (receptor vanildide de potencial transitério do tipo 1, do inglés Transient
Receptor Potential Vanilloid type 1), faz parte da familia TRP e foi primeiramente clonado
por Caterina e colaboradores em 1997. E formado por seis dominios transmembrana,
terminais intracelulares N- e C-, e um poro. Os TRPV1 sdo canais catidnicos ndo seletivos

com preferéncia aos ions célcio ativados por calor, baixos niveis de pH e substancias
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exogenas tais como a capsaicina (composto isolado da pimenta vermelha-Capsicum SP) e por
outras toxinas provenientes de plantas, sendo a resiniferatoxina a mais potente (CALIXTO et
al, 2005; SZALLASI; BLUMBERG, 1999; TOMINAGA; CATERINA, 2004; VAN DER
STELT; DI MARZO, 2005). Os ligantes endogenos sdo conhecidos como endovanildides e
entre eles, pode-se citar a anandamida (N arachidonoil-etanolamina), derivados de acidos
graxos, como 0 NADA (N-arachidonoil-dopamina) e produtos da lipooxigenase, como o 12-
S-HPETE (12-(S)-&cido hidroperdxieicosatetraenoico) que geralmente apresentam também
alguma afinidade para receptores canabindides do tipo 1 (CB1) (STAROWICZ et al., 2007).

Dentre os compostos tidos como antagonistas tém-se iodoresiniferatoxina (I-RTX),
SB-705498, AMG 517 (SZALLASI et al., 2007), o selénio (BALABAN et al., 2016), SZV-
1287 (PAYRITS et al., 2016) e a capsazepina (CPZ), sendo o ultimo usado como antagonista
competitivo padrdo do receptor TRPV1 em estudos farmacoldgicos com abordagens in vitro e
in vivo, entretanto além da a¢do antagOnica a capsaicina 0 composto também exerce atividade
em receptores de acetilcolina e canais de célcio voltagem dependentes (BEVAN et al., 1992,
DOCHERTY; YEATS PIPER 1997; GONZALEZ-REYES et al. 2013; LIU; SIMON 1997;
MAGGI et al., 1993; WALPOLE, 1994).

A ativacdo destes canais pode promover excitagdo neuronal que é seguida por um
estado refratario durante o qual os neurdnios previamente excitados deixam de responder ao
estimulo. Este fendmeno é conhecido como dessensibilizacdo, cujo potencial terapéutico tem
sido explorado no contexto da dor (CATERINA et al., 1997; SZALLASI et al., 2007).

Eles sdo expressos em diversas regides encefalicas, como bulbo olfatério, cortex,
hipocampo, hipotadlamo e mesencéfalo (TOTH et al, 2005), o que sugere o envolvimento dos
receptores TRPV1 em diversas funcGes do SNC, sendo que a presenca deles em estruturas
como o cortex pré-frontal, complexo amigdaldide, hipocampo, hipotdlamo e SCP (MEZEY et
al., 2000; TOTH et al., 2005) em conjunto com a participacdo desses receptores na modulagédo
da liberacdo de glutamato sugerem que eles participem do controle de estados emocionais e
respostas relacionadas a ansiedade e depressdo (BERGINK et al., 2004; MARINELLI et al.,
2002; PALAZZO et al., 2002; STAROWICZ et al., 2007; XING; LI, 2007).

Ja foram estudados diversos tipos de comportamento relacionando ao receptor
vaniloide tipo 1, com modelos de administragdes periféricas e centrais de agonistas e
antagonistas bem como uso de animais modificados geneticamente.

Animais knockout para o receptor TRPV1 mostraram comportamento anti-depressivo,
ansiolitico, além de aumento de comportamento agressivo e diminuicdo de interacdo social e
da memoria de curta e longa duracdo (YOU et al., 2012, MARSCH et al., 2007). A
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locomocdo, quando avaliada nesses animais ndo foi influenciada quando comparados aos
selvagens (MARSCH et al., 2007). Agonistas e antagonistas do TRPV1, por sua vez,
mostraram exercer efeito em comportamento tipo-ansioso (KASCKOW; MULCHAHEYB;
GERACIOTI JR, 2003; MANNA; UMATHE, 2011; TERZIAN et al., 2009), também no
comportamento obsessivo-compulsivo (UMATHE; MANNA; JAIN 2012) e de panico
(CASAROTTO et al., 2012).

A maneira exata como o receptor TRPV1 € capaz de modular diversos tipos de
comportamento ainda é desconhecida, entretanto, alteracBes nas transmissdes sindpticas
mediadas por glutamato parecem ser 0 mecanismo mais aceito pelo qual os receptores TRPV1
poderiam influenciar diversas condi¢bes fisioldgicas, incluindo plasticidade neural e
facilitacdo de comportamento aversivos (AGUIAR et al., 2014; BENNION et al., 2011;
FEINMARK et al., 2003; GIBSON et al., 2008; KAUER; GIBSON, 2009; CHAVEZ; CHIU;
CASTILLO, 2010; GRUETER; BRASNJO; MALENKA, 2010; LI et al., 2008; MARSCH et
al., 2007; TERZIAN et al., 2009).

J& nas vias respiratorias, os receptores TRP, incluindo TRPV1, TRPAL, TRPV4, e
TRPMS, sdo expressos e envolvidos na regulacdo das vias aéreas (AOKI; MOGI; OKAJIMA,
2014) e foram identificados em ax6nios das camadas epiteliais e sub-epiteliais traqueais, além
de musculo liso das vias aéreas e vasos sanguineos das vias aéreas inferiores (FISHER, 2009).
Sabe-se também que a acdo dos agonistas nas vias aéreas causa tosse, broncoconstrigdo,
derrames microvasculares, hiper-reatividade e hipersecregdo (GEPPETTI; MATERAZZI,
NICOLETTI, 2006).

Dentre os diversos locais de expressdo, a atividade do TRPV1 pode ser potencializada
por mediadores oriundos de lesdo tecidual, sendo assim, sugere-se a participacdo deste
receptor na sepse com papel anti-inflamatorio (DEVESA et al., 2011). Nas vias respiratorias,
por exemplo, estudo com pacientes com doencas com caracteristicas inflamatorias sugerem a
possibilidade de efeitos benéficos com uso de antagonistas de TRPV1 (GEPPETTI,
MATERAZZI; NICOLETTI, 2006).

Como se V&, os canais TRP e suas disfungdes tém sido amplamente estudados e
apontados como possiveis moduladores de diversas doengas, como a dor crénica e bexiga
hiperativa (TRPV1), obesidade (TRPV4 e TRPM5), diabetes (TRPV1, TRPM4), tosse cronica
(TRPA1, TRPV1), doenca pulmonar obstrutiva crénica (TRPV4), hipertrofia cardiaca
(TRPCG6), doenga de Alzheimer (TRPMT7), disturbios dermatologicos (TRPV3), além de
cancer (TRPC6, TRPV2 e TRPMS8) (KANEKO; SZALLASI, 2014). Além dos TRPV1 de

serem sugeridos como participantes em processos inflamatdrios (DEVESA et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

A sepse é uma resposta inflamatéria sisttmica que pode levar a alteracdes
comportamentais, além da disfuncdo de mdltiplos 6rgdos com alta taxa de mortalidade.
Apesar de existirem muitos estudos a respeito da sua prevencdo e cura, além de decorrentes
aprimoramentos, a sepse continua a ser uma das principais causas de morte em unidades de
terapia intensiva — UT]I, principalmente quando existe disfuncdo orgénica associada, sendo 0s
pulmdes oOrgdos especialmente vulneraveis (ROSSAINT; ZARBOCK, 2015; YAO et al.,
2015).

Tendo em vista que a ansiedade e depressao, alteracfes comportamentais tipicas do
comportamento doentio, sdo as maiores causas de perda de produtividade e incapacidade
(WHITEFORD et al., 2013), faz-se necessario também o entendimento pleno da comunicacéo
entre sistema imune e encéfalo por meio dos efeitos centrais de citocinas pré-inflamatorias
durante endotoxemia/sepse a fim de elucidar aspectos comportamentais de adaptacoes
encefalicas e comportamentais durante inflamacdo aguda, além da influéncia em uma gama de
condicdes neuropsiquiatricas (LASSELIN et al., 2016).

Sendo assim, embora existam diversos estudos sugerindo a participacdo dos receptores
TRPV1 em processos inflamatorios, Varios aspectos continuam sem esclarecimento,
principalmente no que diz respeito aos tipos de acdo especifica desses receptores, assim como
sua influéncia na expressdo e liberacdo de moléculas proinflamatorias pelas diversas células
envolvidas (DEVESA et al., 2011). Desse modo, estabelecer a maneira pela qual os
receptores TRPV1 modulam as alteracbes durante endotoxemia se torna um objetivo
necessario para o progresso dos estudos farmacoldgicos sobre estes receptores com evidente

potencial terapéutico.
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4 OBJETIVOS

A seguir estdo descritos o objetivo geral e os especificos do presente estudo.

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a participacdo dos receptores TRPV1 no comportamento doentio e sistema

respiratdrio durante endotoxemia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

f)

9)

Avaliar as alteracGes na mecanica respiratoria produzidas pela endotoxemia bem como
a participacdo dos receptores TRPV1 neste processo.

Estudar os efeitos do blogueio dos receptores TRPV1 sobre o parénquima pulmonar.
Analisar as alteracbes comportamentais induzidas pela endotoxemia e verificar os
efeitos do blogueio dos receptores TRPV1 em camundongos com endotoxemia.
Examinar o efeito do bloqueio do receptor TRPV1 na febre causada por LPS.
Averiguar a participagcdo dos receptores TRPV1 na ativagdo neuronal de regides
enceféalicas de animais endotoxémicos.

Investigar o efeito do bloqueio dos receptores TRPV1 nos niveis plasmaticos de
citocinas (IL-1p, IL-6 e TNF-a) em camundongos com endotoxemia.

Avaliar a expressdo dos receptores TRPV1 em estruturas encefalicas envolvidas na

modulacdo de comportamentos durante endotoxemia.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados neste trabalho estdo descritos a seguir.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos (35 + 10g) provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL que foram mantidos em caixas de
polipropileno adequadas a sua manutencdo, em condigdes controladas de temperatura (23 +
2°C) e iluminacéo (12h claro/escuro), com livre acesso a agua e racdo comercial sendo que ao
término, os animais foram sacrificados com excesso de anestésico inalatorio. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal de Alfenas, sob numeros de protocolo 518/2013 e 567/2014.

5.2 TRPV1E O SISTEMA RESPIRATORIO

Para estudo da participacdo dos receptores TRPV1 no sistema respiratério foram

utilizados os materiais e métodos descritos abaixo.

5.2.1 Dose de LPS

A fim de estabelecer a dose e tempo mais adequados para o estudo das alteragcdes na
mecanica respiratdria produzidas pela LPA/SDRA, foram utilizadas doses de 0,2, 1,0 e 5,0
mg/Kg de Lipopolissacarideo de Escherichia coli (026: B6 — Sigma Aldrich, Brasil) ou salina
(veiculo; NaCl 0,9%), administrados intraperitonealmente com realizacdo do teste de

mecanica respiratoria transcorridas 2,6 ou 24 horas da aplicagéo.
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5.2.2 Grupos experimentais

Apos o estabelecimento da dose de LPS e o tempo a serem utilizados, os animais
foram divididos randomicamente nos seguintes grupos de trabalho:
a) Veiculo + Salina;
b) Veiculo + LPS;
c) Capsazepina + Salinae
d) Capsazepina + LPS.

Os animais receberam veiculo (10% tween, 10% etanol, 80% salina) ou capsazepina
(15 mg/kg; N-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-1,3,4,5-tetrahydro-7,8-dihydroxy-2H-2-benzazepine-
2-carbothioamide, Sigma Aldrich, Brasil) subcutaneamente (BHATIA, 2006) imediatamente
antes da administracdo de salina ou LPS (1,0 e 5,0 mg/Kg para analise da mecanica
respiratoria e 5,0 mg/kg para as demais avalia¢Ges) via intraperitoneal e ap6s 24 horas foram
submetidos aos testes. Todos as solugdes foram administradas na proporc¢ao de 10mL/kg.

5.2.3 Avaliacao da mecanica respiratéria

Os experimentos foram conduzidos com a parede do térax preservada e ao término do
experimento a traquéia foi clampeada no final da expiracdo para remoc¢édo dos pulmdes apés a
morte do animal por exsanguinacao.

Para tal analise os camundongos foram sedados com cloridrato de ketamina
(34 mg/kg; Agener Unido, Brasil) e cloridrato de xilazina (12 mg/kg; Vetbrands, Brasil)
intraperitonealmente. Apos instalagdo da anestesia, 0s animais foram posicionados em
decubito dorsal em uma placa aquecedora (Heat Pad, Insight, Brasil) mantida a 37°C, sob foco
cirdrgico, posteriormente traqueostomizados e conectados ao respirador para pequenos
animais (Flexivent, Scireq, Montreal, Canada).

Os camundongos foram ventilados com um volume corrente de 10 mL/Kg, frequéncia
respiratoria de 180 ciclos/minuto e PEEP de 3 cmH20, conectado a valvula expiratoria do
ventilador para evitar o colapso alveolar. Posteriormente foi induzida paralisia muscular

através de uma injecdo intraperitoneal de brometo de pancurdnio (0,5 mL/Kg; Cristélia,
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Brasil) e apds completa paralisia realizadas duas manobras de recrutamento pulmonar (total
lung capacity- TLC) com intervalo de 30s entre elas, seguida de manobras de Snapshot e
Prime-8. O Snapshot é uma perturbacdo com oscilagdo forcada de 1,2 segundos de duracéo e
frequéncia de 2,5 Hz que d&o acesso aos parametros de Resisténcia do sistema respiratdrio
(Rrs), Elastancia do sistema respiratério (Ers) e Complacéncia do sistema respiratorio (Crs); ja
0 Prime-8 € oscilacdo forcada de duracdo de 8 segundos e componentes de frequéncia entre 0
e 20 Hz que acessa a Resisténcia das vias aéreas (Raw), Resisténcia do tecido pulmonar (Gtis),
Elastancia do tecido pulmonar (Htis) e Histeresividade () (SHALABY et al., 2010).

Para andlise da hiperresponsividade das vias aéreas os animais recebiam nebulizacéo
(Aeroneb, Aerogen, Irlanda) com salina para determinacao dos valores basais dos parametros
respiratdrios, seguida do broncoconstritor metacolina (MCh; acetyl-p-methylcholine chloride,
Sigma®- Aldrich, St. Lois, EUA) na concentracdo de 50 e 100 mg/mL respectivamente para
avaliar a hiperresponsividade brénquica. Ap6s o registro e coleta dos dados, foi utilizado o
maior valor do coeficiente de determinacdo (COD), parametro que fornece confiabilidade dos

resultados, para anélise das informacdes (SANTOS et al., 2014).

5.2.4 Plestismografia de corpo inteiro

Os parametros ventilatérios foram medidos pelo método de pletismografia de corpo
inteiro para pequenos animais descrito por Bartlett e Tenney (1970). O camundongo era
colocado individualmente em uma camera rigida vedada a entrada de gases e as oscilacBes de
pressdo no interior da cAmera foram utilizadas para o calculo dos parametros ventilatorios.
Durante cada medida de ventilagdo a cdmara permaneceu totalmente vedada por curtos
periodos de tempo (~2 minutos) e os sinais gerados pelas oscilacdes de pressdo causadas pela
respiracdo do animal foram captados por um transdutor acoplado a camara e traduzidos em

parametros de frequéncia respiratoria, volume de ar corrente e volume pulmonar.
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5.2.5 Analise histologica da lesdo pulmonar induzida por LPS

A metodologia e 0s materiais utilizados para a coleta e analise histoldgica dos pulmdes

estdo descritos abaixo.

5.2.5.1 Retirada dos pulmdes

Ap6s o teste de mecanica respiratoria, antes de interromper a ventilacdo, 0s
camundongos tiveram o abdome aberto cirurgicamente para administracao de heparina sodica
(1000 Ul; Cristélia, Brasil) na veia cava para posterior exsanguina¢do do animal. Ao fim da
expiracdo mecanica, a traquéia foi ocluida com um fio de algoddo e os pulmdes foram
removidos e armazenados em paraformaldeido 10% (0,1M, pH 7,4; Dinamica, Brasil) por 7
dias, até a data de processamento.

5.2.5.2 Preparo histologico

Os pulmdes foram submetidos a processamento (desidratados, diafanizados e incluidos
em parafina) para realizacdo de cortes histologicos de 4 pm de espessura e posteriormente as

laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H.E.).

5.2.5.3 Avaliagdo morfomeétrica

Por meio de microscopia Optica (Eclipse 80i Nikon Corporation, Japdo) foi feita
leitura cega (0 pesquisador ndo sabia a que grupo experimental as laminas pertenciam) das
laminas utilizando a técnica convencional de contagem de pontos (“point-counting”)
estabelecida por Weibel, 1990.
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Em aumento de 200x, utilizando-se um reticulo de 100 pontos e 50 retas acoplado a
ocular do microscopio foram analisados 10 campos aleatdrios e nao coincidentes por lamina e
quantificada a fracdo de alvéolos normais e colapsados.

O mesmo procedimento foi utilizado para quantificacdo das células inflamatorias que
foram avaliadas em aumento de 1000x e os pontos que insidiam nas células foram contados
para realizacéo de calculos e obtencdo da porcentagem de células polimorfonucleares (PMN)

e mononucleares (MN).

5.2.6 Taxa de sobrevivéncia

Apdbs os tratamentos com veiculo ou capsazepina e salina ou LPS, foi avaliada a

porcentagem de animais que evoluiram a morte.

5.3 TRPV1 E O COMPORTAMENTO DOENTIO

Os materiais e métodos utilizados para a avaliacdo da participacdo dos receptores

TRPV1 no comportamento doentio estdo descritos abaixo.

5.3.1 Dose de LPS

A fim de estabelecer a dose e tempo mais adequados para o estudo das alteracdes
comportamentais produzidas pelo LPS, foram utilizadas doses de 100, 200, 500 e 1000 pg/Kg
de lipopolissacarideo de Escherichia coli (026: B6 — Sigma Aldrich, EUA) realizando o teste
transcorridas 2,6 e 24 horas da administracdo unica de LPS ou veiculo (salina, NaCl 0,9%) via

intraperitoneal.
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5.3.2 Grupos experimentais

Ap0s o estabelecimento da dose de LPS e o tempo apds administracdo ideais para as
analises comportamentais, 0s animais foram divididos randomicamente nos seguintes grupos
de trabalho:

a) Veiculo + Salina;

b) Veiculo + LPS;

c) Capsazepina + Salina;

d) Capsazepina + LPS.

Sendo que os animais receberam intraperitonealmente 10mL/kg de veiculo (2%
DMSO, 10% Tween 80, 88% salina) ou capsazepina (5 mg/Kg; N-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-
1,3,4,5-tetrahydro-7,8-dihydroxy-2H-2-benzazepine-2-carbothioamide,  Sigma  Aldrich,
Brasil) (NGUYEN et al., 2010) 30 minutos antes da administracdo de salina ou LPS (200

Mg/Kg, i.p) e apos 2 horas foram submetidos aos testes.

5.3.3 Campo aberto

O aparato especifico para o teste é constituido de um circulo de acrilico de 30 cm de
didmetro com o piso subdividido em quadrantes centrais e periféricos. Os animais foram
colocados no centro da arena e deixados livremente explorar o ambiente durante 5 minutos,
tempo no qual eram filmados. As filmagens foram posteriormente analisadas avaliando-se a
guantidade de cruzamentos centrais, periféricos, numero total de cruzamentos, rearings
(exploracdo vertical), groomings (autolimpeza) (BERNARDI, DE SOUZA, PALERMO-
NETO, 1981), além dos tempos de imobilidade, em rearing, gasto para deixar o centro e o
tempo total gasto nesta regido (CHOLERIS et al., 2001). O aparato era limpo com alcool 10%

apos experimento com cada animal.
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5.3.4 Claro-escuro

O aparato é composto por uma caixa dividida em dois compartimentos: um com
paredes pretas e uma tampa escura sobre a abertura superior; e um com paredes brancas e
iluminacdo direta, sendo separados por uma divisoria do tipo guilhotina, com uma porta
central de 7,5 x 7,5 cm, ao nivel do chéo.

Os animais foram colocados individualmente no centro da parte iluminada do aparato,
de frente para a abertura que leva ao lado escuro da caixa, sendo-lhe permitido explorar
livremente os dois compartimentos durante os 5 minutos durante os quais eram filmados.
Posteriormente foi analisado o tempo de permanéncia no compartimento claro, a laténcia para
a entrada no compartimento escuro e o numero de transi¢des entre 0s compartimentos
(atividade locomotora) (CRAWLEY, GOODWIN, 1980). O aparato era limpo com alcool

10% apds experimento com cada animal.

5.3.5 Nado forcado

O teste do nado forgcado foi primeiramente proposto para ratos (PORSOLT; BERTIN;
JALFRE, 1977) e entdo adaptado para camundongos (PORSOLT; DAIEL; JALFRE, 1978).
O método consiste em colocar o animal em um béquer (12cm de didmetro) contendo agua
limpa a aproximadamente 25°C durante 6 minutos, tempo em que foi feita filmagem. Apds
cada animal a agua era substituida.

Foi entdo analisado o tempo que o animal permaneceu imdvel durante os 4 Gltimos

minutos de teste.

5.3.6 Suspensao pela cauda

O teste da suspensdo pela cauda consiste em suspender o animal, prendendo a cauda
com auxilio de uma fita adesiva (STERU et al., 1985). O animal foi observado por 5 minutos

e foram registrados o tempo total de imobilidade e a laténcia para a primeira manifestacao
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desse comportamento (tempo gasto entre o inicio do teste e o primeiro episddio de
imobilidade).

5.3.7 Ingestdo alimentar e ganho de peso

No periodo da manh& foram realizados os tratamentos e 2 horas apds a administracao
de LPS ou salina foi reapresentado o alimento aos animais (6 horas de jejum prévio).

Antes do teste foi mensurado o peso da racdo a ser oferecida a cada animal, que voltou
a ser avaliado 2, 4, 6, 20, 22 e 24 horas apds a reapresentacdo para a avaliacdo da ingestdo
alimentar, calculada a partir da diferenca entre o peso inicial e 0 peso obtido a cada intervalo e
normalizada de acordo com o peso do animal.

Para estudo da variacdo do peso corporal o animal foi pesado antes do inicio do

experimento e 24 horas ap6s 0s tratamentos.

5.3.8 Telemetria

Foi feito implante de sensor para registro da temperatura interna e mobilidade dos
animais com 6 a 7 dias de antecedéncia da realizacdo do teste. Para tanto, sob efeito
anestésico de 2,2,2 tribromoetanol 2,5% (TBE, i.p.; Sigma Aldrich, Brasil), foi feita incisdo
ventral de aproximadamente 2 cm, para possibilitar o acesso a cavidade peritoneal. Apés a
insercdo do sensor (série 4000 E-Mitter; Mini Mitter, Bend, OR), o musculo abdominal e a
pele do animal foram suturados e em seguida administrou-se antibiético (Pentabiotico; Fort
Dodge, Brasil). Ap0s a recuperacdo completa da anestesia, com exposicao a temperatura de
32°C, os camundongos foram isolados em gaiolas individuais com livre acesso a agua e
comida (CLEMENT; MILLS; BROCKWAY, 1989).
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5.3.8.1 Medida da temperatura interna

Apos a insercdo do sensor e completa recuperacdo dos animais (6 ou 7 dias apos
cirurgia), eles foram posicionados sobre uma placa receptora (Data Sciences) para coleta da
temperatura interna e receberam administracdo das drogas, como citado anteriormente. As
informacdes foram coletadas durante 8 horas e repassadas para o software (Vital View, Mini
Mitter), que armazenou os dados.

Para determinacdo da temperatura basal calculou-se a média das temperaturas aferidas
30 minutos antes da primeira administracéo e a diferenca entre a temperatura basal média e a
temperatura obtida a cada intervalo foi calculada para obtencdo da variacdo de temperatura
(delta) (SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2015).

5.3.8.2 Medida da mobilidade

Os mesmos sensores citados anteriormente sdo capazes de captar a mobilidade do
animal no interior da caixa. Sendo assim, apds a administracdo das drogas, conjuntamente a
temperatura, a quantidade de movimentos foi captada e enviada para o decodificador, que
repassa as informacdes ao software (Vital View, Mini Mitter) que armazenou os dados
(CLEMENT; MILLS; BROCKWAY, 1989).

5.3.9 Imunohistoquimica

Transcorridas duas horas da administracdo de LPS ou salina os animais foram
submetidos a perfusdo intracardiaca com tampdo fosfato (PBS; pH 7,4) com heparina seguido
de paraformaldeido 4% (Dindmica, Brasil) em tampdo fosfato. Ap6s a remocéo, o encéfalo foi
imerso em solucdo fixadora e posteriormente transferidos para solugdo de sacarose 30% em
PBS e mantidos a 4°C até o momento da realizacdo dos cortes. Os encéfalos foram

seccionados no plano coronal em 30um de espessura utilizando-se criostato e os cortes
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armazenados em solucdo anti-congelante a -20°C até o momento do processamento
imunohistoquimico.

Realizou-se entdo o bloqueio da peroxidase enddgena durante trinta minutos sob
agitacdo, seguida de lavagens (03) em PBS 0,01M. Foi feito o bloqueio das ligagdes
inespecificas com solucdo de albumina a 5% em PBS 0,1M sob agitacdo durante uma hora e
posterior incubacdo de dezesseis a dezoito horas com anticorpos primarios policlonais, anti-
proteina c-Fos (Ab-5, Oncogene Science, Manhasset, NY, USA), diluido a 1:10000 em PBS
0,1M, contendo 2% de soro normal de cabra e 0,3% de Triton X-100 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, EUA). Apds lavagens (03) em PBS 0,01M foi realizada incubagdo por uma hora,
em solucdo de anticorpo secundario biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
EUA) na diluicdo 1:200 e seguida de posterior lavagens (3) ocorreu a incubacdo dos cortes
com o complexo avidina-biotina peroxidase, durante uma hora sob agitacao.

A revelacdo dos cortes com 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB), contendo
perdxido de hidrogénio a 30% e intensificado com sulfato de niquel a 1% e cloreto de cobalto
a 1% foi realizada seguida de lavagens com PBS 0,01M para interrup¢ao do processo.

Em laminas gelatinizadas foram montados os cortes e colocou-se laminulas fixadas
por Entellan (Merck, Alemanha). As células marcadas foram visualizadas em microscopio
Nikon H55L e contadas para determinacdo do nimero de neurdnios imunorreativos a proteina
c-Fos nos ndcleos paraventricular (PVN, do inglés paraventricular nucleus), supradtico
(SON, do inglés supraoptic nucleus), nacleo do leito da estria terminal (BNST do inglés bed

nucleus of the stria terminalis) e area pré-6tica (POA, do inglés preoptic area).

4.3.10 Dosagem de citocinas

Os camundongos foram submetidos aos tratamentos conforme especificado
anteriormente e passadas duas horas da Ultima administragdo os animais tiveram o sangue
coletado por meio de puncdo ocular (HOFF, 2000) em tubos haparinizados. O material
biologico foi entdo centrifugado a 3500 rpm durante 15 minutos a 4°C para separagdo do
plasma que foi armazenado a -80°C até o dia da dosagem.

As concentragdes plasmaticas das citocinas (IL-1p, IL-6 e TNF-a) foram mensuradas
através de ensaios enzimaticos (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay) usando Kits
comerciais (Peprotech, EUA), seguindo as recomendagdes do fabricante.
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Microplacas com 96 orificios (High binding, Costar, EUA) foram sensibilizadas com
anticorpos monoclonais de captura e posteriormente tiveram 0s sitios inespecificos
blogueados com solucdo de albumina bovina. Apés lavagem, as amostras ou padrdes foram
incubados para possibilitar a quantificagdo. Seguiu-se a adicdo de anticorpo de deteccéo,
incubacdo com solucgdo de avidina-peroxidase e posterior adi¢do da solu¢do cromogénica para
leituras das reacGes colorimétricas que foram realizadas a 405nm em leitor de microplacas
(Synergy H1, BioTek). Célculos foram realizados a partir da curva padrao para determinagdo
das concentracOes das amostras.

5.3.11 Avaliacéo da expressao proteica por Western Blotting

Transcorridas duas horas da aplicacdo de LPS ou salina, conforme esquema de
tratamento mostrado anteriormente, os camundongos tiveram sangue coletado e extraido o
encéfalo para retirada do hipocampo e hipotadlamo dos animais para avaliagcdo da expressao
proteica de TRPV1 pela técnica de Western blotting. As amostras foram mantidas a - 80°C até
a data de processamento.

Os tecidos foram imersos em tampdo de extracdo a quente, submetidos a fervura,
homogeneizados em sonicador e centrifugados durante 35 minutos a 12000 rpm a4 °C. A
concentracdo de proteinas nos sobrenadantes foi determinada pelo método de Bradford a fim
de ajustar todas as amostras para a mesma concentracdo proteica, diluindo os sobrenadantes
com agua destilada.

Foi feita padronizagédo da quantidade proteica (30mg), diluicdo dos sobrenadantes em
tampdo Laemmli + ditiotreitol (DTT) e esta solugdo submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida para separacéo das proteinas das amostras conforme originalmente descrito por
Laemmli (1970).

Para a separacdo eletroforéetica das proteinas, foi aplicada voltagem inicial de 30V
aumentada gradativamente até 120V e posteriormente as bandas proteicas foram transferidas
eletroforeticamente a 15V para membrana de nitrocelulose.

A fim de comprovar a eficiéncia da transferéncia as membranas foram coradas com
solucédo de vermelho de Ponceau e apos lavagem rapida com solucéo basal para retirada do

excesso de corante, os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario & membrana
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foram bloqueados mediante incubacdo com solugdo a 5% de albumina, sob agitacdo constante
durante uma hora.

A seguir, as membranas foram incubadas overnight a 4 °C com anticorpos primarios
especificos e apds o término da incubagdo, as membranas foram lavadas (3 vezes) e incubadas
com anticorpos secundarios conjugados a enzimas durante duas horas. As membranas foram
submetidas novamente a uma nova seérie de lavagens com solucdo basal, e as bandas
imunorreativas reveladas por incubagdo com substratos especificos para emissdo de
quimioluminescéncia.

As imagens foram detectadas e digitalizadas no sistema Image Studio Digts verséo 4.0
e as intensidades das bandas imunorreativas foram comparadas por analise densitométrica

pelo software do mesmo sistema.

5.4 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica dos resultados obtidos nos diversos experimentos, foi feita por
meio do programa GraphPad Prism versdo 6.0 e expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). Para andlise das diferentes doses de LPS foi utilizada anélise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey, e nos demais, o pré-tratamento (efeito
do veiculo ou CPZ) e o tratamento (efeito da salina ou LPS) foram utilizados como fatores
para analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pos-teste Tukey para o estudo
do sistema respiratério ou Newman-Keuls para 0 comportamento doentio. Os resultados com
p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos e estdo detalhadamente descritos.
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6 RESULTADOS

Os resultados do estudo estdo apresentados a seguir.

6.1 TRPV1 E O SISTEMA RESPIRATORIO

A participacdo dos receptores TRPV1 na LPA/SDRA foi estudada, conforme
resultados expostos na sequéncia.

6.1.1 Efeito da administracdo de LPS na mecanica respiratoria

Como mostrado graficamente na figura 01, apenas a dose de 5,0 mg/kg de LPS foi
capaz de, quando experimento realizado 6 e 24 horas apds tratamento, promover aumento da
resisténcia do sistema respiratério (p < 0,01 6h ap6s tratamento e p<0,05 transcorridas 24h;
fig 1A) e da resisténcia tecidual (p < 0,05 transcorridas 6h do tratamento e p<0,01 24h apds o
mesmo; fig 1D), além de aumentar a elastancia do sistema respiratorio ( p < 0.001; fig 1B), a
elastancia tecidual (p<0.01; fig 1E) e reduzir a resisténcia das vias aéreas (p < 0.05; fig 1C) 24
horas apds a administracdo quando comparado ao grupo salina analisado apds mesmo periodo
de tempo. As demais doses de LPS ndo foram capazes de provocar alteragcdes nos parametros

analisados.
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Figura 1- Efeito da administracéo (i.p.) de salina ou LPS (0,2; 1,0 ou 5,0 mg/kg) na mecéanica respiratdria.
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Nota: 10-12 camundongos por grupo/tempo, onde A) Resisténcia do sistema respiratério (Rs), B) elastancia do
sistema respiratério (Er), C) Resisténcia das vias aéreas (Raw), D) Resisténcia tecidual (Gis) e E)
Elastancia tecidual (His). Cada ponto representa a média + EPM. Os simbolos representam niveis de
significancia: *p < 0,05 e **p < 0,01 comparado ao grupo controle (salina) no mesmo tempo de anélise.

Fonte: Da autora.

Foram analisadas também as alteracBes promovidas na complacéncia do sistema
respiratdrio e na histeresividade e foi possivel observar que 24 horas apds a administracao dos
tratamentos 0s animais que receberam as doses de 5,0 e 1,0mg/kg de LPS tiveram
complacéncia reduzida quando comparado ao grupo controle (p<0,05 em ambos; Fig 2A) e a
histeresividade mostrou-se aumentada no grupo LPS 0,2 mg/kg quando comparado ao grupo
salina (p<0,05).
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Figura 2 - Efeito da administracdo (i.p.) de salina ou LPS (0,2; 1,0 ou 5,0 mg/kg) na mecanica respiratoria.
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Nota: 10-12 camundongos por grupo/tempo. A) Complacéncia do sistema respiratorio (Crs) e B) Histeresividade
(I]). Cada ponto representa a média + EPM. O simbolo representa nivel de significancia: *p < 0.05
comparado ao grupo controle (salina).

Fonte: Da autora

A analise estatistica dos resultados apresentados anteriormente, que esta
detalhadamente apresentada na tabela 02, foi realizada de forma isolada em cada tempo

estudado pela ANOVA de uma vida e pos teste de Tukey.
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Tabela 02 - Anélise estatistica das diferentes doses de LPS na mecanica respiratéria

2 horas
Salina 0,2 mg/kg 1,0 mg/kg 5,0 mg/kg F
Rkgs 0,62+0,05 0,66+0,06 0,63+0,05 0,65+0,07 F344=0,87;p=0,46
Ers 31,61+2,85 30,35+2,80  26,88+1080 30,08+3,17 F344=10,56; p=0,65
Chrs 0,04+0,005 0,04+0,004  0,04+0,003 0,04+0,004 Fs44=10,10; p=0,96
Raw 0,21+0,03 0,20£0,02 0,19+0,03 0,2340,03 Fs42=0,42;p=0,74
Gtis 5,55+0,48 6,26+0,56 5,68+0,33 5,67+0,41 Fs44=10,49; p=0,69
Hiis 29,37+2,51 28,31+2,62  25,21+1,50 28,36+2,80 F344=10,56; p=0,65
n 0,19+0,01 0,220,004  0,23+0,004 0,21+0,01 Fs44=5,33;p<0,01
6 horas
Res 0,66+0,04 0,75+0,05 0,71+0,04 0,95+0,07 Fs42=4,99; p<0,01
Ers 35,46+3,05 31,87£1,93  34,50+1,85 39,75+2,80 Fs42=1,73;p=0,17
Chrs 0,03+0,002 0,03+0,002  0,03+0,002 0,03+0,002 Fs42=187;p=0,15
Raw 0,20£0,01 0,21+0,03 0,16+0,01 0,22+0,06 Fs42=10,55; p=0,65
Gtis 6,03+0,35 6,51+0,43 6,54+0,32 7,60+0,45 Fs42=2,81;p=0,05
Hiis 33,34+3,18 28,84+1,71  31,35+1,56 34,65+1,89 Fs42=1,31;p=0,28
1] 0,1940,01 0,2340,01 0,21+0,01 0,2240,01 Fs42=4,57;p<0,01
24 horas

Rks 0,65+0,04 0,71+0,05 0,80+0,05 0,8940,08 Fs41=2,86;p<0,01
Ers 32,31+1,76 32,43+2,23  43,25+3,50 47,9045,11 Fs41=5,23; p < 0,001
Chrs 0,03+0,002 0,03+0,002  0,02+0,002 0,02+0,003 Fsa=4,41;p<0,01

Raw 0,22+0,02 0,19+0,03 0,16+0,02 0,12+0,02 Fs41=3,01;p<0,05
Gtis 5,61+0,31 6,31+0,46 7,4610,64 8,79+0,91 Fs41=4,93;p<0,01
Hiis 29,95+1,46 28,68+1,87  39,44+3,49 44,39+4,88 Fs.41=5,36; p <0,01

n 0,19+0,006 0,22+0,009  0,19+0,005 0,20+0,01 Fsa=4,19; p<0,05

Nota: Valores expressos como média + EPM. Resisténcia do sistema respiratorio (Rys), elastancia do sistema
respiratorio (Ers), Complacéncia do sistema respiratorio (Crs), Resisténcia das vias aéreas (Raw),
Resisténcia tecidual (Gys), Elastancia tecidual (Hys) e Histeresividade (I)).

Fonte: Da autora

Sendo assim, definiu-se o tempo de 24horas apds a administragdo do LPS como o

mais adequado para o estudo das alteracGes na mecanica respiratoria.
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6.1.2 Efeito do pré-tratamento com CPZ na mecénica respiratdria de camundongos com
LPA

Iniciamos o estudo da participacdo dos receptores TRPV1 na mecanica respiratoria por
meio da avaliacdo do efeito do LPS 1,0mg/Kg e o bloqueio dos receptores TRPV1 por meio
da capsazepina (15mg/kg) sendo a analise feita 24 horas ap0s a ultima aplicagao.

Como é possivel observar na figura 3 e na analise estatistica apresentada na tabela 03,
0 bloqueio do receptor TRPV1 ndo foi capaz de alterar nenhum dos parametros analisados
guando administrado em conjunto com LPS na dose de 1,0 mg/kg, entretanto o LPS provocou
aumento nos grupos pré-tratados com veiculo e CPZ da Rrs (p<0,05 e p<0,01
respectivamente), na Ers (p<0,01 e p<0,001 respectivamente), Gtis (p<0,05 e p<0,01
respectivamente) e Htis (p<0,05 e p<0,01 respectivamente), além de diminuicdo da Crs
(p<0,0001 em ambos) quando comparados ao grupo veiculo+salina. A Raw foi diminuida
(p<0,05) nos animais pré-tratados com CPZ e tratados com LPS comparando animais que

receberam o mesmo pre-tratamento e administragao de salina.



Figura 3 - Efeito do pré-tratamento (s.c.) com veiculo ou CPZ na mecanica respiratéria dos camundongos
tratados (i.p.) com salina ou LPS (1.0 mg/kg).
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Nota: A) Resisténcia do sistema respiratério (Rys), B) elastancia do sistema respiratério (Ers), C)
Complacéncia do sistema resiratorio (Cs) D) Resisténcia das vias aéreas (Raw), E) Resisténcia
tecidual (Ggis), F) Elastancia tecidual (Hss) e G) Histeresividade (n7). Cada barra representa a média +
EPM (n= 10-12 animais por grupo). Os simbolos representam niveis de significancia: *p < 0,05, **p
< 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparados ao grupo controle (veiculo+salina) e +p < 0,05
quando comparado ao grupo CPZ+salina.

Fonte: Da autora
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A analise estatistica apresentada a seguir corresponde a avaliacdo da participacdo
dos receptores TRPV1 na mecanica respiratéria dos camundongos que foi feita pela
ANOVA de duas vias com pos teste de Tukey, na qual a administracdo de veiculo ou
capsazepina corresponde a variavel pré-tratamento e a aplicacdo de salina ou LPS (1,0

mg/kg) ao tratamento.

Tabela 03 - Analises de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com CPZ ou veiculo e submetidos a
tratamento com salina ou LPS 1,0 mg/kg na mecanica respiratdria.

Pré-tratamento Tratamento Interacéo

Rrs  Fi137=0,74; p=0,39 F137= 24,51; p<0,0001 F137= 0,28; p=0,60
Ers  Fi137=0,49; p=0,49 F137= 29,19; p<0,0001 F137=0,14; p=0,71
Crs  F137=0,08; p=0,77 F137= 47,63; p<0,0001 F1,37= 0,002; p=0,96
Raw  F137=0,08; p=0,77 F137= 11,98; p=0,0014 F137=0,29; p=0,59
Gis  F137=0,52; p=0,47 F137= 22,72; p<0,0001 F137= 0,25; p=0,62
Hids  Fi37=0,30; p=0,58 F137= 21,52; p<0,0001 F137= 0,1253; p=0,73
n F1,37=0,30; p=0,59 F137=1,52; p=0,23 F137= 0,20; p=0,66

Nota: Resisténcia do sistema respiratorio (Rys), elastancia do sistema respiratério (Ers), Complacéncia do sistema
respiratério (Crs), Resisténcia das vias aéreas (Raw), Resisténcia tecidual (Gis), Elastancia tecidual (Hys) €
Histeresividade (I]).

Fonte: Da autora

Ao ser avaliada a mecanica respiratéria dos camundongos 24 horas ap6s a Ultima
aplicacdo, a administracdo de LPS 5,0mg/kg, como mostra a figura 4, foi capaz de promover
aumento da Rys (p<0,001) nos animais pré-tratados com veiculo e de Es (p<0,001 e p<0,01),
Giis (p<0,001 e p<0,05) e Hiis (p<0,001 e p<0,05) nos animais pré-tratados com veiculo e CPZ
respectivamente, além de promover a reducdo de Raw em ambos (p<0,01 e p<0,05
respectivamente) quando comparados ao grupo controle (veiculo+salina); nota-se também que
0 pré-tratamento com capsazepina preveniu 0 aumento na resisténcia sistémica - Rrs (p < 0.05;
fig 4A) alem de diminuir o aumento da resisténcia tecidual Gts provocado pelo LPS (p < 0.05;
fig 4D). Entretanto, o bloqueio dos receptores TRPV1 ndo promoveu nenhuma alteragdo na
elastancia do sistema respiratorio (fig 4B), elastancia tecidual (fig 4E) e resisténcia das vias

aéreas (fig 4C) nos animais tratados também com LPS.
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Figura 4 - Efeito do pré-tratamento (s.c.) com veiculo ou CPZ na mecanica respiratéria dos camundongos
tratados (i.p.) com salina ou LPS (5,0 mg/kg).
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Nota: 10 animais por grupo. A) Resisténcia do sistema respiratério (Rss), B) elastdncia do sistema
respiratério (Es), C) Resisténcia das vias aéreas (Raw), D) Resisténcia tecidual (Gis) e E)
Elastancia tecidual (Hys). As barras representam a média + EPM. Os simbolos representam niveis
de significancia: *p < 0,05 **p < 0,01 e ***p < 0,001 comparados ao grupo controle
(veiculo+salina); #p < 0,05 comparado ao grupo veiculo+LPS.

Fonte: Da autora

Ja a figura 5 mostra que a administracdo de LPS 5,0 mg/kg foi capaz de reduzir a Cys
(A) dos animais pré-tratados com veiculo e capsazepina (p<0,0001 e p<0,01 respectivamente)
quando comparados aos animais controle (veiculo+salina), mostrando assim que o bloqueio
dos receptores TRPV1 ndo promoveu alteracdes na complacéncia diante da administracdo de
endotoxina ou mesmo de veiculo (salina). A histeresividade (fig 5B), por sua vez, ndo

apresentou diferencas estatisticas entre os grupos estudados.
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Figura 5 - Efeito do pré-tratamento (s.c.) com veiculo ou CPZ na mecanica respiratéria dos camundongos
tratados (i.p.) com salina ou LPS (5,0 mg/kg).
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Nota: A) Complacéncia do sistema respiratério (Crs), B) Histeresividade. As barras representam a média £
EPM (n= 10 animais por grupo). Os simbolos representam niveis de significAncia: **p < 0,01 e
****p <0,0001 comparados ao grupo controle (veiculo+salina).

Fonte: Da autora

Todavia, em todos os estudos mostrados, a CPZ ndo promoveu nenhuma alteracdo
quando administrada em conjunto com salina, mostrando que o bloqueio dos receptores ndo é
capaz de promover alteracBes na mecanica respiratoria dos animais na auséncia do estimulo
danoso produzido pelo LPS, conforme analise estatistica feita por meio de ANOVA de duas
vias e pos teste de Tukey apresentada detalhadamente na tabela 04, na qual o pré-tratamento
corresponde a administracdo de veiculo ou capsazepina e o tratamento a aplicacdo de salina
ou LPS.

Tabela 04 - Anélises de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com CPZ ou veiculo e submetidos a
tratamento com salina ou LPS 5,0 mg/kg na mecanica respiratoria.

Pré-tratamento Tratamento Interacdo

Rrs F137=4,15; p <0,05 F137=31,3; p< 0,001 F137=5,08; p <0,05
Ers F137=0,11; p=0,73 F137=33,2; p < 0,001 F137=0,03; p=0,84
Crs F137=0,19; p=0,67 F137=38,62; p< 0,001 F137=0,95;p=0,34
Raw F137=0,35; p=0,55 Fi137=17,6; p<0,001 F137=0,02; p=0,88
Gis F137=3,50; p = 0,06 F137=48,6; p <0,001 F137=5,39; p<0,05
Htis F137=0,86; p=0,35 F137=48,6; p <0,001 F137=0,33; p=0,56
1] Fi137=2,15; p=0,15 F137=0,60; p=0,44 F137=2,50; p=0,12

Nota: Resisténcia do sistema respiratério (Rr), elastancia do sistema respiratdrio (Ers), Complacéncia do
sistema respiratorio (Crs), Resisténcia das vias aéreas (Raw), Resisténcia tecidual (Gs), Elastancia
tecidual (His) e Histeresividade (1]).
Fonte: Da autora
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Sendo assim, quando avaliada ap6s 24 da administracdo a dose de 5,0 mg/kg de LPS
foi definida como mais adequada para o estudo da participacdo dos receptores TRPV1 na

LPA e, portanto, foi utilizada nas demais analises.

6.1.3 Analise do parénquima pulmonar

E possivel observar no grafico 1 que os animais que receberam LPS apresentaram
aumento (p<0,001) na porcentagem de alvéolos colapsados, com consequente diminuicdo na
porcentagem de normais (p<0,001) quando comprados ao grupo controle, e o bloqueio dos
receptores TRPV1 diminuiu a porcentagem de alvéolos colapsados (p<0,001) com
consequente aumento dos normais (p<0,001) quando comparados ao grupo tratado com

veiculo e LPS.

Grafico 01 - Porcentagem de alvéolos normais e colapsados no parénquima pulmonar.
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Nota: Camundongos pré-tratados (s.c.) com veiculo (V) ou capsazepina (CPZ) e subsequente
tratamento (i.p.) com salina (S) ou LPS (5,0 mg/kg). Retirada do tecido 24 horas ap6s
a ultima administragdo. Dados apresentados como média £+ EPM (n= 10 animais por
grupo). Os simbolos representam niveis de significancia: ***p < 0.001 comparados ao
grupo controle (V+S); ###p < 0.001 comparado ao grupo V+LPS.
Fonte: Da autora

A tabela 05 detalha a andlise estatistica dos resultados supracitados, em que foi
utilizada ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Tukey com pré-tratamento definido
pela administracdo de veiculo ou CPZ e tratamento pela aplicacdo de salina ou LPS
(5,0mg/kg).
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Tabela 05 - Andlises dos grupos pré-tratados com CPZ ou veiculo e submetidos a tratamento com salina ou
LPS na porcentagem de alvéolos colapsados e normais.

Pré-tratamento Tratamento Interacdo
Normais F132=12,5;p<0,01 F13=42,3;p<0,001 F132=23,4; p<0,001
Colapsados F132=12,4;,p<0,01 F13=43,0; p<0,001 F132=23,2; p<0,001

Fonte: Da autora

Tais alteracBes sdo também observadas na figura 6, em que sdo apresentadas

fotomicrografias representativas do tecido pulmonar corado com hematoxilina-eosina.

Figura 6 - Fotomicrografias representativas do parénquima pulmonar.

Nota: A) Veiculo + salina; B) Veiculo +LPS; C) CPZ + salina; D) CPZ + LPS. Colora¢do com hemotoxilina-
eosina e aumento x200. As barras correspondem 50um.
Fonte: Da autora

Em relacdo a analise da celularidade no parénquima foi quantificada a presenca de
células mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) no tecido. Entretanto, conforme
apresentado na tabela 06, ndo observou-se diferengas entre os grupos estudados, mesmo

embora as alteracdes teciduais fossem perceptiveis como mostrado nas imagens da figura 6.



58

Tabela 06 - Porcentagem de células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) no tecido

pulmonar.
Grupos % PMN % MN % Células totais
Veiculo+Salina 0,073 +0,073 1,785+ 0,193 1,859 + 0,216
Capsazepina + Salina 0,000 = 0,000 3,472 £ 337 2,990 £ 0,794
Veiculo + LPS 0,398 + 0,108 2,990 + 0,794 3,870 + 0,360
Capsazepina + LPS 0,302 £ 0,251 2,532 +0,618 2,834 + 0,854

Nota: Avaliagdo feita em 10 campos randomizados e ndo coincidentes por animal. Valores expressos
como media £ EPM.
Fonte: Da autora.

Sendo que a tabela 07 apresenta de forma detalhada a andlise estatistica da
celularidade, em que foi utilizado o teste de ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de
Tukey no qual o pré-tratamento foi tomado como a administracdo de veiculo ou CPZ e o

tratamento a aplicagdo de salina ou LPS (5,0mg/kQ).

Tabela 07 - Analise de variancia de duas vias na porcentagem de células polimorfonucleares (PMN) e de
mononucleares (MN) no tecido pulmonar entre os grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ
e tratados com salina ou LPS.

Pré-tratamento Tratamento Interacéo
PMN F118=0,36; p=0,55 F115=3,09;p=0,10 F118=0,04;p=0,84
MN F118=1,69;p=0,21 F115=0,37; p=0,55 F118=3,28; p =0,09
Células totais F118=1,04;,p=0,32 F118=0,69; p=0,42 F118=2,40;p=0,14

Fonte: Da autora

6.1.4 Pletismografia de corpo inteiro

A figura 7 nos mostra que ndo foi possivel observar diferencas na frequéncia

respiratdria, volume pulmonar e volume de ar corrente entre os grupos estudados.
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Figura 7 - Efeito do pré-tratamento (s.c.) com veiculo ou CPZ em camundongos
tratados com salina ou LPS (5.0 mg/kg, i.p.) na pletismografia de corpo

inteiro.
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Nota: Frequéncia respiratoria (A), volume pulmonar (B) e volume de ar corrente (C)
de camundongos tratados com salina apresentados como média + EPM (n= 5-
9 camundongos por grupo).

Fonte: Da autora.

A analise estatistica apresentada em detalhe na tabela 08 mostra que pelo teste de
ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Tukey ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos, sendo tomado como variavel pré-tratamento a aplicacdo de

veiculo ou CPZ e tratamento a administracdo de salina e LPS (5,0mg/kg).

Tabela 08 - Analise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS nos dados da pletismografia de corpo inteiro.

Pré-tratamento Tratamento Interacéo
Frequéncia F124=0,005; p=0,95 F124=0,57; p=0,46 F124=2,92; p=0,10
V. pulmonar F124=0,0002; p= 0,99 F124=1,43;p=0,24 F124=7,57,p=0,01
V. corrente F124=0,007;, p=0,93 F124=1,68;p=0,21 F124=2,81;p=0,11

Fonte: Da autora
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6.1.5 Analise da responsividade das vias aéreas

Os resultados revelam aumento da resisténcia das vias aéreas (p<0,01 e p<0,001
respectivamente) nos grupos tratados com CPZ+salina e LPS+veiculo quando comparados ao
grupo CPZ+LPS ap06s a nebulizacdo de metacolina 100 mg/mL.

Demais parametros ndo apresentaram diferengas entre os grupos estudados diante do

mesmo estimulo, conforme mostra a figura 8.



Figura 8 - Efeito do pré-tratamento (s.c.) com veiculo ou CPZ na mecanica respiratéria com desafio de

metacolina de camundongos tratados (i.p.) com salina ou LPS (5.0 mg/kg).
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Fonte: Da autora.
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A tabela 09 apresenta a analise estatistica detalhada, feita pela ANOVA de duas vias
seguida pelo pds-teste de Tukey em que a variavel tratamento corresponde a aplicacdo de
veiculo ou CPZ seguida de salina ou LPS e a variavel denominada metacolina corresponde a

administracdo do broncoconstritor.

Tabela 09 - Anélise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com salina
ou LPS na mecanica respiratéria com desafio de metacolina.

Tratamento Metacolina Interacéo
Rrs Fse1=2,52; p=0,06 F2e1=45,88; p < 0,0001 Fee1=0,86; p= 0,53
Ers F3s1=6,06; p=0,0009 Fe:1=14,17; p <0,0001 Fee1=0,26; p=0,95
Chrs Fse1=7,86; p=0,0001 Fe:1=21,52; p<0,0001 Fes1=0,70; p= 0,65
Raw Fss1=6,18; p = 0,0008 F.81=28,38; p < 0,0001 Fe.s1=2,03; p= 0,07
Giis Fse1=2,89; p=0,04 Fae1=24,98; p < 0,0001 Fee1=1,09; p= 0,37
Hiis F3e1=7,15; p = 0,0003 Fo81=6,73; p = 0,002 Fes1=0,32; p= 0,92
n Fse1=1,24; p=0,30 Fo81= 14,95; p < 0,0001 Fe.s1= 0,69; p= 0,66

Nota: Resisténcia do sistema respiratério (Rys), elastancia do sistema respiratorio (Ers), Complacéncia do sistema
respiratério (Crs), Resisténcia das vias aéreas (Raw), Resisténcia tecidual (Giis), Elastancia tecidual (Hys) €
Histeresividade (I]).

Fonte: Da autora

6.1.6 Analise da mortalidade

Analisou-se a mortalidade decorrente da administragdo sistémica de LPS (5,0 mg/kg)
bem como o efeito do bloqueio dos receptores TRPV1 por meio da analise de qui-quadrado,
demonstrando a auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos (p=0,2876 e z=1,063)
como exposto na tabela 10, em que séo apresentadas as porcentagens de mortalidade de cada
um dos grupos estudados.
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Tabela 10 - Porcentagem de mortalidade apds 24horas do tratamento intraperitoneal com LPS ou salina
e pré-tratamento com veiculo ou CPZ.

Grupos % mortalidade
Veiculo + Salina 0%

Veiculo + LPS 16,67 %
Capsazepina + Salina 0%
Capsazepina + LPS 7,41%

Fonte: Da autora

6.2 TRPV1 E O COMPORTAMENTO DOENTIO

A participagdo do TRPV1 na modulagdo do comportamento doentio foi estudada

conforme resultados apresentados a seguir.

6.2.1 Efeito da administrac@o de LPS no comportamento doentio

Os resultados da avaliagdo do comportamento doentio frente a administracdo de LPS
sdo descritos a seguir, estando as analises estatisticas detalhadas nas tabelas.

6.2.1.1 Campo Aberto

Como mostrado na figura 09, quando avaliados 2 horas apds o tratamento, 0s
camundongos que receberam as doses de 200, 500 e 1000 pg/kg de LPS foram capazes de
reduzir o nimero de cruzamentos centrais (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,01, respectivamente),
periféricos (p < 0,05 para todos os grupos) e totais (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,01,

respectivamente) quando comparados ao grupo que recebeu administragéo de salina i.p..
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Figura 09 — Efeito apds 2h do tratamento (i.p.) com salina ou LPS (100, 200, 500 e 1000 ug/kg) no

Campo Aberto.
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Nota: NUmero de cruzamentos totais (A), nimero de cruzamentos periféricos (B) e nimero total de
cruzamentos (C) no teste de campo aberto realizado 2 horas apds administracdo das drogas.
Dados apresentados como média £ EPM (n= 8 animais por grupo). Os simbolos representam
niveis de significancia: * p < 0,05, ** p <0,01 comparados ao grupo salina.

Fonte: Da autora

Ja os animais submetidos ao teste apds 6 horas do tratamento, quando receberam as
doses de 100, 200, 500 e 1000 pg/kg de LPS tiveram redugdo do nimero de cruzamentos
periféricos (p < 0,05, p < 0,01 e p <0,01 e p <0,001 respectivamente) e totais (p < 0,05, p <
0,01 e p<0,01 e p <0,001 respectivamente) quando comparados ao grupo controle (salina).
O numero de cruzamentos centrais também foi reduzido nos animais tratados com a dose de
1000 pg/kg (p < 0,01) quando comparados ao grupo que recebeu administragéo de salina,

como mostra a figura 10.
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Figura 10 — Efeito ap6s 6h do tratamento (i.p.) com salina ou LPS (100, 200, 500 e 1000 ug/kg) no

Campo Aberto.
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Nota: NUmero de cruzamentos totais (A), nimero de cruzamentos periféricos (B) e nlimero total de
cruzamentos (C) no teste de Campo Aberto realizado 6 horas apds administracdo das drogas.
Dados apresentados como média + EPM (n= 8-10 animais por grupo). Os simbolos representam
niveis de significancia: * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 comparados ao grupo salina.

Fonte: Da autora.

Por sua vez, quando os animais foram submetidos ao teste 24 horas apds a aplicacéo

de LPS ou salina, nenhuma diferenca foi observada entre 0s grupos, como mostra a figura 11.
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Figura 11 - Efeito apds 24h do tratamento (i.p.) com salina ou LPS (100, 200, 500 e 1000 pg/kg) no
Campo Aberto.
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Nota: NUmero de cruzamentos totais (A), nimero de cruzamentos periféricos (B) e nimero total de
cruzamentos (C) no teste de campo aberto realizado 24 horas apds administracdo das drogas.
Dados apresentados como média £ EPM (n= 8 animais por grupo).

Fonte: Da autora

A tabela 11 apresenta a analise estatistica do teste de Campo Aberto feito apds os
diferentes intervalos de tempo em que foi utilizado o teste de ANOVA de uma via seguido

pelo pds-teste de Newmans Kels.



Tabela 11 — Andlise estatistica das diferentes doses de LPS no teste de Campo Aberto.

67

2 horas
Salina 100ug/kg 200 pg/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg F
Fa4,34= 6,10;
Central 16,75+1,69 14,14+3,23 7,57+1,02 5,75+1,87 7,89+1,43
p < 0,001
Fs34=5,17;
Periférico 62,75+8,61 59,14+11,18 33,86+4,37 25,00+8,66 28,11+5,31 001
p<q,
Fs34= 6,21;
Total 79,50+9,97 73,28+13,41 41,43+4,67 30,75+27,08 36,0+18,12
p <0,001
6 horas
Fs.40=4,14,
Central 18,89+1,99 13,50+3,17 9,75+2,01 12,20+2,91 4,37+1,54 001
p<y,
e, . Fa,40=6,48;
Periférico 59,0+17,61 40,70+7,76 26,75+7,28 29,4045,71 13,7545,29
p < 0,001
F4,40=6,92;
Total 77,89+6,12 54,20+10,48 36,50+8,25 41,60+7,93 18,13+6,61
p < 0,001
24 horas
Fa36=1,74,
Central 26,25+4 57 18,22+2,78 27,25+3,67 17,50+3,35 24,25+2 76 016
p =0,
o Fs36=0,14;
Periférico 32,5+10,14 57,00+#3,99 61,38+45,64 60,25+6,90 62,63+3,30 097
p=4,
) F436=0,67;
Totais 88,75+10,83 75,33+4,78 88,63+7,36 77,75+9,95 86,88+5,63 062
p=4,

Nota: Valores expressos como médias + EPM.
Fonte: Da autora.

6.2.1.2 Claro-Escuro

Como mostra a figura 12, quando os camundongos foram expostos ao teste 2 horas

apos o tratamento, observou-se uma diminuicdo do tempo que os animais dos grupos tratados

com LPS 200, 500 e 1000 pg/kg permaneceram no compartimento claro (p < 0,05, p<0,05e
p < 0,01 respectivamente) bem como do nimero de cruzamento feitos (p < 0,05, p<0,01ep
< 0,05 respectivamente) quando comparados ao grupo controle (salina). Houve também o

aumento do tempo de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro (p < 0,05) dos
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animais que receberam LPS na dose de 1000 pg/kg quando comparados aos animais controle,

conforme mostrado.

Figura 12 - Efeito apds 2h do tratamento (i.p.) com salina ou LPS (100, 200, 500 e 1000 pg/kg) no Claro-

Escuro.
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Nota: Tempo de laténcia para entrada no compartimento escuro (A), tempo total gasto no compartimento
claro (B) e nimero total de cruzamentos entre os compartimentos (C) no teste realizado 2 horas ap6s
administracdo das drogas. Dados apresentados como média + EPM (n= 7-8 animais por grupo). Os
simbolos representam niveis de significancia: * p < 0,05 e ** p <0,01 comparados ao grupo salina.

Fonte: Da autora

Entretanto, nenhuma diferenca foi observada nos parametros analisados quando os
animais foram submetidos ao teste 6 horas ap0s as aplica¢des, conforme mostra a figura 13 e

a analise estatistica na tabela 12.
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Figura 13 - Efeito ap6s 6h do tratamento (i.p.) com salina ou LPS (100, 200, 500 e 1000 pg/kg) no
Claro-Escuro.
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Nota: Tempo de laténcia para entrada no compartimento escuro (A), tempo total gasto no
compartimento claro (B) e nimero total de cruzamentos entre os compartimentos (C) no teste
realizado 6 horas apds administracdo das drogas. Dados apresentados como média + EPM (n=
7-9 animais por grupo).

Fonte: Da autora.

Corroborando com os demais resultados, o LPS também ndo alterou nenhum dos
parametros estudados no teste de Claro-Escuro quando os animais foram testados apos 24

horas da aplicacao.
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Figura 14 — Efeito ap6s 24h do tratamento (i.p.) com salina ou LPS (100, 200, 500 e 1000 ug/kg) no
Claro-Escuro.
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Nota: Tempo de laténcia para entrada no compartimento escuro (A), tempo gasto no compartimento claro
(B) e nimero total de cruzamentos entre os compartimentos (C) no teste realizado 24 horas ap6s
administracéo das drogas. Dados apresentados como média £ EPM (n= 7-9 animais por grupo).

Fonte: Da autora.

A andlise estatistica da tabela 12 apresenta a analise dos resultados do teste de Claro-
Escuro nos diferentes tempos de estudo pela ANOVA de uma via, seguida pelo pds-teste de

Newman-Keuls.
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Tabela 12 — Analise estatistica das diferentes doses de LPS no teste de Claro-Escuro.

1000 ug/kg  F

Fa,28 =5,50;
Cruzamentos 14,83+2,09 9,50+1,72 3,00+2,62
p <0,01
. F428=3,69;
Laténcia 22,67+7,79 54,38+18,25 30,83+9,21 86,00+37,34 176,8+57,1 001
p <0,
Tempo no Fa,08 =6,29;
144,7419,01 121,3+18,01 55,33+14,56 60,14+27,61 18,50+16,22
claro p < 0,001
Fa35=0,32;
Cruzamentos 7,71+£3,73
p=0,86
Fa35=0,13;
Laténcia 40,38+8,43 50,78+25,43 38,63+22,08 33,75+12,97 54,00+41,04 097
p=0,
Tempo no Fa,35=0,92;
62,63+23,96 98,11+24,57 56,13+16,20 42,00+16,48 64,00+£28,72
claro p =0,46
Fa,35=0,34;
Cruzamentos 11,38+2,04 11,75+2,30 15,29+3,32 13,78+£3,07 12,63%£2,15 084
p =0,
. F435=1,09;
Laténcia 63,38434,40 33,38+14,47 17,71£7,13 29,11+791 18,75%5,23 0.37
p =0,
Tempo no Fa,35=0,83;
77,00£19,42 104,3+27,38 80,29+14,99 111,1+16,70 76,13£8,79
claro p =0,52

Nota: Valores expressos como média + EPM.
Fonte: Da autora.

6.2.1.3 Nado Forgado

Nenhuma das doses de LPS utilizadas foi capaz de reduzir o tempo total de

imobilidade apresentado no teste de nado forcado realizado 2 horas ap6s administracdo das

drogas, como mostra o grafico 02 e a analise estatistica apresentada na tabela 13.
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Gréfico 02 - Efeito ap6s 2h do tratamento com salina ou
LPS (100, 200, 500 e 1000 pg/kg, i.p.) no
Nado Forcado.
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Nota: Tempo de imobilidade apds 2 horas da
administracdo das drogas. Dados apresentados
como média + EPM (n= 7-9 animais por grupo).

Fonte: Da autora.

Os animais submetidos ao teste de Nado Forcado 6 horas apds a administracdo de LPS
ou salina também ndo mostraram diferenca no tempo de imobilidade, como mostra o grafico
03.

Gréfico 03 - Efeito ap6s 6h do tratamento com salina ou
LPS (100, 200, 500 e 1000 pg/kg, i.p.) no
Nado Forcado.
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Nota: Tempo de imobilidade ap6s 6 horas da
administracdo das drogas. Dados apresentados
como média £ EPM (n= 8 animais por grupo).

Fonte: Da autora.

A auséncia de diferencas entre os grupos também é evidenciada nos animais

submetidos ao teste 24 horas apds os tratamentos, como exposto no gréafico 04 e tabela 13.
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Gréafico 04 - Efeito ap6s 24h do tratamento com salina
ou LPS (100, 200, 500 e 1000 pg/kg, i.p.)
no Nado Forcado.

2001

150 - T

100

(&
o
1

tempo de imobilidade (s

o

T T T
Salina 100 200 500 1000
| ]

I 1
LPS (Bg/Kg)

Nota: Tempo de imobilidade no teste de nado forcado
realizado 24 horas ap6s administragdo das
drogas. Dados apresentados como média £ EPM
(n= 8 animais por grupo).

Fonte: Da autora.

A tabela 13 apresenta a analise estatistica dos dados do teste de Nado Forcado, feita
separadamente em cada tempo de tratamento por meio da ANOVA de uma via e pos-teste de

Newman-Keuls.

Tabela 13 — Analise estatistica das diversas doses de LPS no teste Nado Forgado.

2 horas
Salina 100ug/kg 200 ug/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg F
F434=0,24;
Imobilidade 132,5+11,31 122,7+15,25 131,1+9,37 139,9+11,00 132,9+14,76 001
p =U,
6 horas
F4,35=1,66;
Imobilidade 100,6+11,37 101,3+9,20 100,0+14,32 80,63+14,32 62,25+10,36 018
p =y,
24 horas
F431=0,94;
Imobilidade 115,4+13,30 141,0+18,89 149,6+13,71 141,1+12,26 144,3+8,38 0.45
p =y,

Nota: Valores expressos como média + EPM.
Fonte: Da autora.
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6.2.1.4 Suspenséo pela Cauda

O tempo de laténcia para a manifestacdo do primeiro evento de imobilidade foi
diminuido nos grupos tratados com LPS nas doses de 100,200, 500 e 1000 pg/kg (p < 0,05,
p < 0,05 p <0,01 e p<0,05 respectivamente) quando comparados ao grupo controle. Ja o
tempo que o animal permaneceu imoével foi aumentado nos grupos que receberam LPS nas
doses de 200 e 500 pg/kg (p < 0,05 e p < 0,01 respectivamente) quando comparados aos
animais tratados com salina quando submetidos ao teste 2 horas apds as administragdes, como

mostra a figura 15.

Figura 15 — Efeito apds 2h do tratamento com salina ou LPS (100, 200, 500 e
1000ug/Kg, i.p.) no teste de Suspensdo pela Cauda.
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Nota: Tempos de laténcia (A) e imobilidade (B) no teste realizado 2 horas apo6s
administracdo das drogas. Dados apresentados como média + EPM (n= 6-8
animais por grupo). Os simbolos representam niveis de significancia: * p < 0,05
e ** p <0,01 comparados ao grupo salina.

Fonte: Da autora.

Ja os camundongos submetidos ao teste de Suspensdo pela Cauda 6 horas apds a
administracdo de salina ou LPS ndo mostraram nenhuma diferencga entre os grupos no tempo
de laténcia para manifestar o primeiro episédio de imobilidade nem no tempo total de

imobilidade, como mostra a figura 16, além de exposto na anlise estatistica na tabela 14.
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Figura 16 - Efeito ap6s 6h do tratamento com salina ou LPS (100, 200, 500 e 1000 ug/kg, i.p.) no teste
de Suspenséo pela Cauda.
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Nota: Tempos de laténcia (A) e imobilidade (B) no teste realizado 6 horas apds administracdo das
drogas. Dados apresentados como média = EPM (n= 7-9 animais por grupo).
Fonte: Da autora.

A semelhanc¢a de comportamento entre os grupos estudados também foi evidenciada
nos animais submetidos ao teste 24 horas apds os tratamentos, como exposto na figura 17.

Figura 17 — Efeito 24h ap6s tratamento com salina ou LPS (100, 200, 500 e 1000 pg/kg, i.p.) no
teste de Suspensdo pela Cauda.
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Nota: Tempos de laténcia (A) e imobilidade (B) no teste realizado 24 horas apés administragdo
das drogas. Dados apresentados como média £ EPM (n= 7-8 animais por grupo).
Fonte: Da autora.

A andlise estatistica do teste de Suspensdo pela Cauda nos diferentes tempos é
apresentada na Tabela 14, em que usou-se o teste de ANOVA de uma via seguido pelo pos-

teste de Newman-Keuls.



Tabela 14 — Andlise estatistica das diversas doses de LPS no teste de Suspensédo pela Cauda.
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2 horas
Salina 100pg/kg 200 pg/kg 500 pg/kg 1000 pg/kg  F
Fa20=4,12;
Imobilidade 42,14+11,81 72,38+13,90 91,17+16,92 124,5+40,68 77,20+22,93 001
p <0,
Fs20= 3,84,
Laténcia 171,0+437,22 103,1+21,23 71,83+3,58 60,50+13,69 81,00+20,30 0.05
p <0,
6 horas
. Faze= 1,09;
Imobilidade 63,89+12,55 55,88+19,66 74,38+14,24 88,14+19,35 99,44+19,27 037
p=u,
. F4,35 = 1,70;
Laténcia 80,89+13,76 120,0+33,54 115,8+19,97 62,00+7,98 75,22+10,29 017
p=u,
24 horas
Fsz2 = 0,34,
Imobilidade 29,14+12,52 21,14+11,34 20,63+8,66 24,63+8,32 47,00+17,95 0.85
p=9,
Fsz2 = 0,34,
Laténcia 179,1+44,92 226,6+58,81 193,5+50,78 194,4+42,16 146,3+44,0 0.85
p=9,

Nota: Valore expressos como média + EPM.

Fonte: Da autora.

Tendo em vista os resultados obtidos nos testes de Campo Aberto, Claro-Escuro, Nado

Forcado e Suspensdo pela Cauda, foi definida a dose de 200 pg/kg e o tempo de 2h como o

mais adequado para o estudo das alteracBes comportamentais tipicas do comportamento

doentio desencadeadas pela endotoxemia bem como do envolvimento dos receptores TRPV1

nessas modificacdes.

6.2.2 Efeito do pré-tratamento com CPZ no comportamento doentio

A seguir estdo apresentados os resultados obtidos nos estudos para avaliacdo do efeito

do pré-tratamento com o antagonista do receptor TRPV1 no comportamento doentio.
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6.2.2.1 Campo Aberto

Como mostra a figura 18, a administracdo da endotoxina tanto nos grupos pré-tratados
com veiculo quanto com CPZ, promoveu diminui¢do dos cruzamentos centrais (p < 0,0001 e
p < 0,001 respectivamente) além dos periféricos, totais e nimeros de rearing (p < 0,0001 em
ambos os grupos) quando comparados ao grupo controle (veiculo+salina). Além disso o LPS
diminuiu (p < 0,0001) o efeito antitigmotatico nos animais pré-tratados com veiculo
comparados ao grupo controle, sendo que o bloqueio do receptor TRPV1 foi capaz de
aumentar tal efeito (p < 0,001) e ainda o numero de cruzamentos centrais (p < 0,05) nos

animais tratados com LPS quando comparados aos pré-tratados com veiculo.
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Figura 18 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ em animais tratados com salina ou LPS

no Campo Aberto.
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Nota: NUmero de cruzamentos centrais (A), periféricos (B), totais (C), de rearings (D) e efeito
antitigmotatico. Dados apresentados como média + EPM (n= 11-13 animais por grupo). Os
simbolos representam niveis de significancia; *** p < 0,001 e **** p < 0,0001 comparados
ao grupo veiculo+salina; #p < 0,05, ### p < 0,001 comparado ao grupo veiculo + LPS.

Fonte: Da autora

Ainda no teste de Campo Aberto, ndo foram observadas alterages entre 0s grupos no
tempo gasto pelo animal para sair dos quadrantes centrais e no gasto no centro do aparato,
entretanto o tempo que o animal permaneceu em rearing, ou seja, em exploracédo vertical foi
significativamente diminuido (p <0,0001) nos animais tratados com LPS quando comparados
aos animais controle (grupo salina+veiculo). O tempo de imobilidade, por sua vez, foi
aumentado nos animais tratados com LPS de maneira independente do pré-tratamento (p
<0,001 e p <0,01 para veiculo e CPZ respectivamente), como exposto na figura 19. Portanto,
nota-se que o bloqueio dos receptores TRPV1 ndo promoveu alteracbes dos parametros

relacionados a tempo (rearing, gasto no centro, de imobilidade e para sair do centro).
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Figura 19 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ em analises temporais de

camundongos tratados com salina ou LPS no teste de Campo Aberto.
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Nota: Tempos: em rearing (A), de imobilidade (B), para sair do centro (C), no centro do
aparato (D). Dados apresentados como média £ EPM (n= 11-13 animais por
grupo). Os simbolos representam niveis de significancia:** p < 0,01, *** p <
0,001 e **** p < 0,0001 comparados ao grupo veiculo+salina.

Fonte: Da autora.

A tabela 15 mostra a analise estatistica do teste de Campo Aberto que foi feita por

meio de ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Newman-Keuls, em que o pré-

tratamento é representado pela administracdo de veiculo ou CPZ e a aplicacdo de salina ou

LPS correspondem a variavel denominada tratamento.

Tabela 15 - Andlise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS submetidos ao teste de Campo Aberto.

Pré-tratamento

Tratamento

Interacéo

C. Centrais

C. Periféricos
C. Totais
Rearing

Ef. Antitigmot.
T. rearing

T. imobilidade
T. sair do centro

T. no centro

F140=1,137;p=0,29
F140=1,054; p=0,31

F140=0,80; p= 0,38
F140=0,19; p= 0,67
F1,40=11,63; p<0,01
F140=0,14; p=0,71
F140=0,10; p= 0,75
F140=0,51; p=0,48
F140=0,08; p=0,78

F1.40= 47,87; p<0,0001
F1.40=37,38; p< 0,0001
F140=49,98; p < 0,001
F14=71,95: p < 0,0001
F14=10,83; p< 0,01
F14=41,01; p< 0,0001
F140=33,68; p< 0,0001

F1,4o:l,67; p= 0,20
F1,4o:2,29; p= 0,14

F140=5,044; p < 0,05
F140=1,07;, p=0,31
F140=1,45; p=0,24
F140=1,80; p=0,19
F140=9,59; p < 0,01
F140=4,17; p < 0,05
F140=0,38; p= 0,54
F140=1,82; p=0,19
F140=1,10; p= 0,30

Fonte: Da autora
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6.2.2.2 Claro-Escuro

De acordo com o apresentado na figura 20, o tempo de permanéncia no compartimento
claro, aversivo a roedores, foi diminuido (p <0,05) nos animais tratados com LPS ap0s pré-
tratamento com veiculo quando comparados ao grupo controle (veiculo+salina). Entretanto, o
blogueio dos receptores TRPV1, com pré-tratamento com CPZ, foi capaz de reverter a
diminuigdo do tempo de permanéncia no compartimento claro dos animais que receberam

endotoxina (p <0,05).

Figura 20 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ no Claro-Escuro feito em camundongos
tratados com salina ou LPS.
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Nota: Tempo de laténcia para entrada no compartimento escuro (A), ndmero de cruzamentos entre 0s
compartimentos (B) e tempo de permanéncia no compartimento claro (C). Dados apresentados
como média + EPM (n= 11-13 animais por grupo). Os simbolos representam niveis de
significancia: * p < 0,05, comparados ao grupo veiculo+salina e # p < 0,05 quando comparado
ao grupo veiculo + LPS.

Fonte: Da autora

A analise estatistica foi feita por meio de ANOVA de duas vias com poés-teste de
Newman-Keuls. A administracdo de veiculo ou CPZ representa a varidvel pré-tratamento,

enquanto a aplicacdo de salina ou LPS correspondem a variavel tratamento.
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Tabela 16 - Analise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS submetidos ao teste de Claro-Escuro.

Pré-tratamento Tratamento Interacao
Laténcia F14,=0,78;p=0,38 F14=0,11; p=0,74 F14.=0,03; p = 0,86
Cruzamentos F14,=6,54; p= 0,03 F14,=5,14; p= 0,03 F14,=0,30; p= 0,59
T. no claro F14,=2,66; p= 0,11 F14,=1,59; p=0,21 F142=5,56; p< 0,05

Fonte: Da autora

6.2.2.3 Nado Forcado

O LPS, administrado em conjunto com o veiculo promoveu o0 aumento (p < 0,0001) do
tempo que o animal permaneceu imdvel no teste de Nado forcado quando comparado ao
grupo que recebeu administracdo de salina e veiculo, como é possivel observar no grafico 05
e a capsazepina por sua vez, a0 comparar os animais tratados com endotoxina, foi capaz de

diminuir tal aumento de imobilidade (p < 0,001).

Gréfico 05 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ nos
animais tratados com salina ou LPS submetidos
ao Nado Forcado.
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Nota: Tempo de imobilidade. Dados apresentados como média
+ EPM (n= 13 animais por grupo). Os simbolos
representam  niveis de significancia: **p<0,01;
****n<0,0001, comparados ao grupo veiculo+salina;
###p<0,001 quando comparado ao grupo veiculo+LPS.

Fonte: Da autora

A da andlise estatistica feita por meio da ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste

de Newman-Keuls é apresentada na tabela 17 e a variavel pré-tratamento é dada pela
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administracdo de veiculo e CPZ, enquanto a aplicacdo de salina ou LPS determinam a

variavel tratamento.

Tabela 17 — Andlise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS submetidos ao teste de Nado Forgado.

Pré-tratamento Tratamento Interacéo
T. imobilidade F146=9,22; p< 0,01 F146=48,51; p<0,0001  F146=4,11; p <0,05

Fonte: Da autora

6.2.2.4 Suspenséo pela Cauda

O teste de Suspensdo pela Cauda analisa também o tempo que o animal permanece
imével quando suspenso. O grafico 06 mostra que apenas 0 grupo pré-tratado com CPZ e
tratado com LPS aumentou (p < 0,05) o tempo de imobilidade quando comparado aos animais
tratados com o bloqueador do receptor e salina. Nos demais grupos ndo foi observada

nenhuma alteracdo, conforme mostra analise estatistica apresentada na tabela 18.

Gréfico 06 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ no tempo de
imobilidade do animal no teste de Suspensdo pela Cauda
realizado apds tratamento com salina ou LPS.
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Nota: Dados apresentados como média £ EPM (n= 11-12 animais por
grupo). O simbolo representa o nivel de significancia: + p <
0,05 quando comparado ao grupo CPZ+salina.

Fonte: Da autora

A analise estatistica feita por meio da ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de

Newman-Keuls é apresentada a seguir na tabela 18, na qual a variavel pré-tratamento é dada
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pela aplicacdo de veiculo ou CPZ e a variavel tratamento pela administracdo de salina ou
LPS.

Tabela 18 - Analise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS submetidos ao teste de Suspensdo pela Cauda.

Pré-tratamento Tratamento Interacéo
Imobilidade F139=0,12; p=10,73 F139=5,94; p<0,05 F139=2,74; p=0,11

Fonte: Da autora.

6.2.2.5 Ingestéo alimentar e ganho de peso

Como é possivel observar no grafico 07, a endotoxina causou reducdo na ingestdo de
alimentos nos animais tratados com veiculo e CPZ ap6s 20 (**p < 0,01 e *** p < 0,001
respectivamente), 22 (** p < 0,01 em ambos 0s grupos) e 24 horas (** p < 0,01 e *** p <
0,001 respectivamente) da administracdo de LPS quando comparados aos animais que
receberam pré-tratamento com veiculo e tratamento com salina. Sendo portanto a CPZ

incapaz de promover alteracdo na ingestdao alimentar dos camundongos.

Gréfico 07 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ no teste de ingestdo
alimentar realizado em camundongos tratados com salina ou LPS.
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Nota: Dados apresentados como média = EPM (n= 9-10 animais por grupo). Os
simbolos representam o nivel de significancia: ** p < 0,01 e ***p < 0,001
quando comparacéo feita no mesmo horério com grupo veiculo+salina.

Fonte: Da autora
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O grafico 08, por sua vez, mostra a variacdo de peso dos animais, no qual nota-se a
perda de peso dos animais que receberam LPS e ganho dos tratados com salina. Houve a
reducdo de peso nos animais tratados com LPS e pré-tratados tanto com veiculo quanto com
capsazepina (*p < 0,05 em ambos) quando comparados aos animais do grupo veiculo+salina.

Gréfico 08 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ na variacdo de peso
corporal dos camundongos tratados com salina ou LPS.
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Nota: Dados apresentados como média £ EPM (n= 9-10 animais por grupo). O
simbolo representa o nivel de significancia: *p<0,05 quando comparados
ao grupo veiculo+salina.

Fonte: Da autora.

Na tabela 19 esta exposta a anlise estatistica feita por meio do teste de ANOVA de
duas vias seguido do pds-teste de Newman-Keuls, em que administracdo de veiculo ou CPZ e

salina ou LPS representam as varidveis pré-tratamento e tratamento respectivamente.

Tabela 19 - Andlise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS submetidos ao teste de ingestdo alimentar.

Pré-tratamento Tratamento Interacéo

4 horas F132,=0,01; p =0,92 F132=4,81; p<0,05 F13.=0,31; p=0,58

6 horas F132=0,02; p =0,90 F132=3,36; p = 0,08 F132=0,09; p=0,76

8 horas F132=0,37; p = 0,55 F132=4,14; p = 0,05 F132=0,03; p =0,86
20 horas F13.=0,52; p=0,48 F13,=35,69; p<0,0001 Fy3,=0,0004; p=0,98
22 horas F132=0,008; p=0,93 F13.=36,28; p<0,0001 Fy3=0,027;p=0,61
24 horas F132,=0,002; p=0,96 F13.=36,00; p<0,0001 Fy3,=0,39;p=0,54
Peso animal F132=0,04;p=0,84 F132=14,64; p<0,001 F132=0,11; p=0,75

Fonte: Da autora.
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6.2.2.6 Telemetria - analise da mobilidade e temperatura corporea

A figura 21 mostra que, a exemplo da andlise de atividade locomotora avaliada pelo
Campo Aberto (fig. 18), o LPS diminui (p < 0,05 e p < 0,01) a mobilidade dos animais
independente do pré-tratamento (veiculo ou capsazepina), sendo portanto o bloqueio do

receptor TRPV1 incapaz de promover qualquer alteracdo no parametro.

Figura 21 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ na mobilidade de
camundongos tratados com salina ou LPS.
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Nota: Apresentagdo de forma temporal (A) e area sob a curva (B). Dados
apresentados como média + EPM (n= 12 animais por grupo). Os
simbolos representam o nivel de significancia: * p < 0,05 e ** p < 0,01
guando comparado ao grupo veiculo+salina.

Fonte: Da autora

A anélise estatistica é apresentada na tabela 20 de forma detalhada feita separadamente
a cada hora de avaliacdo por meio do teste de ANOVA de duas vias e pds-teste de Newman-

Keuls.



Tabela 20 - Andlise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com

salina ou LPS submetidos a avaliacdo de mobilidade.

Pré-tratamento

Tratamento

Interacao

1 hora
2 horas
3 horas
4 horas
5 horas
6 horas
7 horas
8 horas
ASC

F142=0,20; p=0,65
F142=3,56; p=0,06
F142=0,34; p = 0,56
F142=1,81;p=0,18
F142=0,56; p = 0,46
F14=0,12; p=10,73
F14.=0,05; p=0,83
F14.=0,27; p=0,61
F142=0,46; p = 0,50

F142=0,23; p=0,63
F142=4,13; p=0,05
F142=5,24; p< 0,05
F142=0,006; p = 0,94
F142=8,47; p <0,01
F142.=6,89; p <0,05
F142=6,60; p < 0,05
F14.=3,78; p = 0,06

F14,=14,97; p < 0,001

F142=1,27; p=0,27
F142=1,48; p=0,23
F142=2,42; p=0,13
F142=0,19; p = 0,67
F14,=0,029; p=0,87
F132.=0,22; p = 0,64
F132.=0,27; p=0,61
F142=0,24; p = 0,62
F142=1,35; p=0,25

Fonte: Da autora
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Em relacdo a analise da temperatura corpérea, a figura 22 mostra que 0s animais

tratados com LPS e pré-tratados com salina tiveram a temperatura corporal aumentada

(p<0,01) e a o pré-tratamento com capsazepina foi capaz de diminuir (p<0,001) tal aumento

promovido pela endotoxina.



Figura 22 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ e tratamento com salina

ou LPS na temperatura corp6rea de camundongos.
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Nota: Temperatura corporal (A), variagdo da temperatura corporal (B) e indice
térmico calculado entre 150 e 510 minutos (C). Dados apresentados como
média £ EPM (n= 12 animais por grupo). Os simbolos representam o nivel
de significancia: ** p < 0,01 quando comparado ao grupo veiculo+salina e

###p < 0,001 quando comparado ao grupo veiculo + LPS.
Fonte: Da autora
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Na tabela 21 é apresentada a anélise estatistica do indice térmico feita pela ANOVA

de duas vias em que a variavel pré-tratamento representa a administracdo de veiculo ou CPZ e

a varavel tratamento a aplicacdo de salina ou LPS.
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Tabela 21 - Andlise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS submetidos a avaliacdo da temperatura corporal.

Pré-tratamento Tratamento Interacao

Indice Térmico  F, ,,=1269: p <0,001 F14,=5,16; p < 0,05 F142=7,10; p <0,05
(150-510")
Fonte: Da autora

6.2.2.7 Andlise das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a

Os animais que receberam administracdo de LPS tiveram os niveis das citocinas pro-
inflamatdrias IL-6, TNF-a e IL-1p acentuados, sendo que a concentracao plasmatica de I1L-6 e
TNF-0 mostrou-se aumentada (p < 0,01 e p < 0,0001 respectivamente) independente do pré-
tratamento recebido, quando comparados aos animais tratados com veiculo + salina, conforme
é possivel observar na figura 23. J& o nivel de IL-1pB, por sua vez, mostrou-se aumentado (p <
0,0001 e p < 0,01 respectivamente) nos grupos veiculo+LPS e capsazepina+LPS quando
comparados aos animais que receberam pré-tratamento de veiculo e tratamento com salina.
Como ¢ possivel constatar, 0 bloqueio dos receptores TRPV1 ndo foi capaz de promover
nenhuma alteracdo nos niveis de citocinas plasmaticas mesmo na presenca ou auséncia de

estimulo danoso.
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Figura 23 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ nos niveis de citocinas plasmaticas de
animais tratados com salina ou LPS.
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Nota: Niveis plasmaticos de IL-6 (A), TNF-a (B) ¢ IL-1p (C). Dados apresentados como média +
EPM (n= 8-12 animais por grupo). Os simbolos representam o nivel de significancia: ** p
< 0,01 e **** p < 0,0001 quando comparado ao grupo veiculo+salina.

Fonte: Da autora.

A anélise estatistica dos niveis de citocinas plasmaticas estdo apresentados na tabela
22 e foram obtidos por meio da ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Newman-

Keuls.

Tabela 22 - Analise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS em relagdo a concentracao de citocinas plasmaticas.

Pré-tratamento Tratamento Interacéo
IL-6 F13=0,14; p=0,71  F13=29,39; p<0,0001  F13,=0,25; p =0,63
IL-1B F137=0,74;p=0,40 F13=38,57;p<0,001 Fi13=1,73;p=0,19
TNF-a F132=0,53; p=0,47 F13=66,56; p<0,0001 Fy32=2,42;p=0,13

Fonte: Da autora
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6.2.2.8 Analise da ativacao neuronal

Os animais tratados com LPS e pré-tratados com veiculo tiveram um aumento
significativo (p < 0,0001 e p < 0,01 respectivamente) no numero de células positivas para
c-fos no PVN e BNST quando comparados ao grupo tratado com salina e mesmo pré-
tratamento. O bloqueio dos receptores TRPV1, por sua vez, nos animais que receberam
administracdo de endotoxina promoveu no nicleo paraventricular e da estria terminal a
diminuicdo (p < 0,001 e p < 0,05 respectivamente) do numero destas células quando
comparados aos animais pré-tratados com veiculo, como demonstrado na figura 24 e anélise

estatistica apresentada na tabela 23.
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Figura 24 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ na expressdo de células positivas para c-fos no
encéfalo de animais tratados com salina ou LPS.
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Nota: Nucleo Paraventricular - PVN (A) e (C), no Ndcleo do leito da estria terminal- BNST (B) e (D). Dados
apresentados como média + EPM (n= 07-16 animais por grupo). As barras representam 100um e os
simbolos representam o nivel de significancia: ** p < 0,01 e **** p < 0,0001 quando comparado ao grupo
veiculo+salina; # p < 0,05 e ###p < 0,001 quando comparado ao grupo veiculo+LPS.

Fonte: Da autora

Ja a figura 25 mostra que 0s animais pré-tratados com veiculo tiverem aumento
(p < 0,01 e p <0,0001) do nimero de células positivas para c-fos na POA e SON quando
tratados com LPS em comparacdo aos que receberam salina e o bloqueio dos receptores
TRPV1, por sua vez, diminuiu (p < 0,01 para ambos) o aumento provocado pela

administracdo da endotoxina.
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Figura 25 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ na expressao de células positivas para c-fos em
encéfalo de animais tratados com salina ou LPS
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Nota: Area preética - POA (A) e (C), e no nicleo supradtico- SON (B) e (D). Dados apresentados como
média £ EPM (n= 06-11 animais por grupo). As barras representam 100um e os simbolos
representam o nivel de significancia; ** p < 0,01 e **** p < 0,0001 quando comparado ao grupo
veiculo+salina; ## p < 0,05 quando comparado ao grupo veiculo+LPS.

Fonte: Da autora.

A andlise estatistica do numero de células positivas para c-fos foi feita por meio da
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Newman-Keuls em que a varidvel pré-tratamento
representa a administracdo de veiculo ou CPZ e a aplicacdo de salina ou LPS a variavel

tratamento.
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Tabela 23 - Analise de variancia de duas vias dos grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados
com salina ou LPS em relagdo ao numero de células positivas para c-fos.

Pré-tratamento Tratamento Interacao
PVN F153=4,36; p <0,05 F1s53= 26,85; p<0,0001  F153=8,91; p<0,01
SON F126=0,85;p=0,37 F12=59,72; p<0,0001 F12=12,37; p<0,01
BNST F133=2,05; p=0,16 F133=5,82; p<0,05 F133=4,42; p<0,05
POA F120=1,03; p=0,32 F120=3,82; p =0,06 F120=13,38; p< 0,01

" Fonte: Da autora.

6.2.2.9 Andlise da expressao dos receptores por Western blotting

Como é possivel notar na figura 26, ndo houveram diferencas na densidade ética das
bandas com expressdo corresponde a 100 kDa entre os grupos estudados tanto no tecido
hipotaldmico quanto do hipocampo, o que sugere que ndo houveram alteracdes na expressao
dos receptores TRPV1 nos tecidos encefalicos 2 horas ap6s o tratamento com salina ou LPS,

tendo os camundongos recebido administracdo prévia de veiculo ou capsazepina.

Figura 26 - Efeito do pré-tratamento com veiculo ou CPZ na densidade dptica das bandas reveladas pelo método
de Western blotting em camundongos tratados com salina ou LPS.
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Nota: Avaliacdo pelo programa ImageStudio. Figuras representativas dos grupos V+S (1), CPZ+S (2), V+LPS
(3) e CPZ+LPS (4) em relacdo a andlise no hipotdlamo (A e B) e hipocampo (C e D). Os graficos
representam analise desitométrica das bandas reveladas com anticorpo anti-TRPV1. Dados apresentados
como média £ EPM (n= 06-08 animais por grupo).

Fonte: Da autora.
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A analise estatistica esta apresentada na tabela 24 e foi feita por meio de ANOVA de

duas vias seguida pelo pos-teste de Newman-Keuls.

Tabela 24 - Andlise de variancia de duas vias de grupos pré-tratados com veiculo ou CPZ e tratados com
salina ou LPS em relagdo a densidade 6tica de bandas reveladas no teste de Western blotting.

Pré-tratamento Tratamento Interacéo
Hipotalamo F125=0,06; p = 0,80 F125=0,02; p=0,90 F125=0,54; p=0,47
Hipocampo F12:1=0,23; p=0,64  F12=0,78; p=0,39 F121=0,02; p =0,89

Fonte: Da autora.
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7 DISCUSSAO

A discusséo dos resultados obtidos encontra-se a seguir.

7.1 TRPV1 NO SISTEMA RESPIRATORIO

A fim de determinar a dose de LPS e o tempo ap6s administracdo mais adequados para
a observacdo de alteracGes na mecanica respiratéria provenientes da LPA/SDRA, foi feita a
avaliacdo apds administracdo intraperitoneal de veiculo (salina) e das doses de 0,2, 1,0 e 5,0
mg/kg de LPS duas, seis e vinte e quatro horas apos a aplicacéo.

Tendo em vista que as doses de 1,0 e 5,0 mg/kg de LPS aplicados intraperitonealmente
foram capazes de promover alteracdes transcorridas 24 horas da aplicagdo, optou-se pela
utilizacdo das doses de lipopolissacarideo e tempo supracitados para avaliar a participacdo dos
receptores TRPV1. Para tanto utilizou-se a capsazepina (CPZ), antagonista de receptor
TRPV1, na dose de 15mg/kg aplicada subcutaneamente (BHATIA et al.,, 2006)
imediatamente antes da administra¢do do LPS.

O estudo da mecénica respiratoria por meio do respirador para pequenos animais
permite a obtencdo de parametros relacionados ao sistema respiratorio como um todo
(resisténcia, elastancia e complacéncia do sistema respiratério) além de fornecer dados
especificos como a resisténcia das vias aéreas (Raw), € resisténcia e elastancia teciduais (Gtis €
His respectivamente). Sendo que a analise de parametros como Raw, Gtis € His, tém sido
utilizada em muitos estudos para a caracterizagcdo do sistema respiratorio, pois permite a
separagdo dos componentes centrais e vias aéreas dos componentes de tecido periférico
(PINTO, 2008).

A resisténcia representa o impedimento a passagem de ar pelas vias aéreas ou atrito
nos ductos aéreos (CARVALHO, ZIN, 2011) e a elastancia, que é definida como o valor
inverso da complacéncia (BERNARD; DAHLBY; HOENER, 1997), é representada
principalmente pela dificuldade em se expandir os compartimentos alveolares (BATES,
2009). Por sua vez, Hise Gtis a priori refletem a funcdo pulmonar periférica e podem indicar

obstrucdo das vias aéreas periféricas por muco, por exemplo (CLOOTS et al., 2013).
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Durante a LPA/SDRA, é marcante a reducdo da complacéncia (e consequente aumento
da elastancia) e aumento da resisténcia, tendo em vista a presenca de edema intersticial e
alveolar promovido pelo aumento da permeabilidade dos capilares na patologia, colapso
alveolar devido a compressdo dos mesmos pelo edema, além do espessamento das paredes das
vias aéreas distais (BERNARD, 2005; DORAS et al., 2015; KOSOUR et al., 2014).

Nossos resultados evidenciam o aumento da resisténcia tecidual (Gtis) e corroborando
com eles é demonstrado que o LPS induz aumento da Gtis seguido de acréscimo de contetido
de fibras elasticas (SANTQOS, 2006), o que promove mudancas das propriedades intrinsecas
do tecido (FREDBERG, 1993), e consequente aumento da heterogeneidade pulmonar
(BATES et al., 1994; HANTOS et al., 1992; LUTCHEN, et al. 1996).

A elasténcia tecidual (His) também aparece aumentada em nossos resultados e
alteracOes deste parametros podem indicar deterioracdo das propriedades elasticas e rigidez
tecidual (HAMAKAWA et al., 2010; ITO et al., 2005), fatores que podem estar relacionados
a presenca e adesdo de neutrofilos (PMN), que quando em contato intimo com as células
endoteliais sdo ativados e podem liberar enzimas proteoliticas, como a elastase que parece
degradar as proteinas da juncdo epitelial levando ao enrijecimento tecidual (MORAES;
ZURAWSKA; DOWNEY, 2006). Tal endurecimento tecidual também relaciona ao
alargamento dos espacos aéreos (FORONJY et al., 2006) e consequente diminuicdo da
resisténcia das vias aéreas (Raw).

Estudos em humanos investigaram pacientes com LPA indireta relacionada a causas
abdominais e observaram um significativo aumento na elastancia da parede toracica
secundaria ao aumento da pressao intra-abdominal (GATTINONNI et al., 1998; QUINTEL et
al., 2004).

A histeresividade, dada pela razdo entre resisténcia e elastancia teciduais (7 = G/H),
representa a relagdo da energia dissipada a cada ciclo respiratério com a energia acumulada,
podendo ser usada como um indicativo de heterogeneidades (BATES, 2009). Alteragdes em n
representam desbalango entre energia dissipada e armazenada pelo pulmé&o, sendo que o
rompimento de pontes cruzadas entre actina e miosina, alteragdo no filme de superficie
durante a deflagcdo, modificacGes no tecido conjuntivo e conservagdo imperfeita de energia
devido recrutamento e desrecrutamento alveolar podem ser considerados fatores causais
(CLOOTS et al., 2013).

O presente estudo aponta que 0s animais que receberam administracdo de LPS

5,0 mg/kg, quando avaliados apds 24 horas da administracdo tiveram aumento de Rys, Ers, Gis,
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Htis € diminuicdo de Crs € Raw, portanto alteragcbes mecanicas compativeis com as promovidas
na LPA/SDRA, objeto de estudo do trabalho, validando assim o método utilizado.

Por todo o sistema respiratorio existem canais TRP expressos em diferentes niveis de e
em diversos tipos celulares, sendo que os do tipo V1 (TRPV1) vém sendo alvo de grande
interesse devido sua abundancia, localizacdo estratégica e funcdo nas vias aéreas e
homeostase pulmonar (DE LOGU et al., 2016). Os estudos a respeito da participacdo dos
receptores TRPV1 no sistema respiratorio ndo sdo abundantes, mas sabe-se que estdo
presentes ao longo de todo o sistema (fibras neuronais positivas para TRPV1 inervam todo
trato respiratério — laringe, traqueia, vias aéreas superiores, parénquima pulmonar, alvéolos,
musculos e vasos sanguineos) e participam de estimulos de tosse, brococonstricdo,
hiperreatividade e hipersecrecdo (GRACE et al., 2014; NILIUS et al., 2007;
WATANABE et al., 2006).

Estudos apontam a capacidade da CPZ de impedir a broncoconstricdo induzida pela
inalacdo de acido citrico em cobaias (SATOH; LOU; LUNDBERG, 1993) além de reduzir o
aumento da resisténcia total pulmonar e a inflamagcdo neurogénica (extravasamento de
proteinas plasmaticas nas vias aéreas) provocada pela instilacdo intratraqueal de sulfato de
hidrogénio (TREVISANI et al., 2005). O que vai ao encontro de nossos dados, que mostram
que o blogueio dos receptores TRPV1 pela capsazepina foi capaz de atenuar tanto o aumento
de Rrs e quanto de Gis.

E sabido que a LPA/SDRA promove influxo de liquido rico em proteinas para o
interior dos alvéolos, fator que altera a integridade do surfactante, com lesdo adicional ao
tecido pulmonar e colapso alveolar (WIEDEMANN et al., 2006), o que pode ser verificado
nos grupos tratados com LPS e que receberam pré-tratamento de veiculo em nosso estudo.

Sendo a ruptura da barreira endotelial, capaz de permitir o extravasamento de liquido,
muitas vezes dependente da entrada de ions calcio do espaco extracelular (WU et al., 2005), o
endotélio dos vasos extra-alveolares pode ser atingido e 0s vasos do septo parecem ser
poupados (HEROLD; GABRIELLI; VADASZ, 2013). Ocorre que a barreira septal parece ser
rompida a fim de promover inundagéo alveolar e assim prejudicar a troca gasosa e ndo com
intuito de promover ruptura dos vasos extra-alveolares (HEROLD; GABRIELLI; VADASZ,
2013).

Embora as vias de entrada de Ca?* envolvidas na regulacéo da integridade da barreira
do septo alveolar ndo sejam elucidadas, sabe-se que os canais TRP estdo envolvidos na agédo
de canais de Ca?* no endotélio pulmonar (VILLALTA; TOWNSLEY, 2013; ALVAREZ et
al., 2006; TIRUPPATHI et al., 2002). Experimentos comprovaram o papel funcional dos
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receptores TRPs (principalmente TRPV4) no endotélio pulmonar, em que a entrada de calcio
seria dependente dos receptores TRP na permeabilidade endotelial e integridade da barreira
no sistema septo-alveolar (ALVAREZ et al., 2006; CIOFFI et al., 2009).

O rompimento de barreira septo-alveolar vulnerdvel, como as que resultam no influxo
de célcio via TRP, leva ao preenchimento alveolar com consequente prejuizo na troca gasosa.
Alem do mais, outros estudos mostram que a formacdo de acimulo de fluido no espaco
perivascular ¢ suficiente para produzir mudancas na mecéanica pulmonar (LOWE et al., 2007 e
2010).

O endotélio extra-alveolar possui vias de sinalizacdo instrinsecas que, quando
ativadas, levam ao extravasamento exclusivo de grandes vasos e aumenta a pressao das vias
aéreas em qualquer volume pulmonar (complacéncia diminuida/elastancia aumentada) e esta
diminuicdo de complacéncia € atribuida a presenca de fluido perivascular que aumenta a
resisténcia tecidual sem acrescer a resisténcia das vias aéreas. A presenca de fluido no espaco
perivascular decorrente de extravasamentos pode afetar a interligacdo entre o feixe
broncovascular e o parénquima, sendo que em situacfes normais uma interdependéncia
mecénica das regides pulmonares promove a manutengdo das vias aéreas abertas. Entretanto,
a presenca de extravasamento perivascular pode interromper esta interdependéncia e
promover o colapso alveolar e/ou aumentar a heterogeneidade tecidual, que acarreta no
aumento da resisténcia tecidual (LOWE et al., 2007 e 2010).

Alguns trabalhos (DEVESA et al., 2011; FERNANDES et al., 2012; WANG et al.,
2008) demonstraram papel protetivo nos receptores TRPV1 em modelos experimentais de
sepse. Embora ainda precisem ser identificados os neuropeptideos especificos envolvidos na
sepse, evidéncias sugerem que eles sdo sintetizados em regides ndo neuronais, como células
mononucleares e linfocitos (DEVESA et al, 2011; VILLALTA; TOWNSLEY, 2013) e podem
ser produzidos de forma ndo dependente de TRPV1, principalmente em condigoes
inflamatorias, entretanto, a participacdo do receptor TRPV1 em respostas inflamatorias no
tecido pulmonar ainda € contraditoria.

Em modelo de LPA induzida por LPS, o pré-tratamento com agonista de receptor
TRPV1 inibiu tanto a infiltracdo de neutrofilos quanto o aumento de TNF-a e CINC-1 nos
pulmdes (TSUJI et al., 2010), mas a inflamagdo induzida por endotoxina e a
hiperresponsividade bronquica foi melhorada em animais que ndo expressam estes receptores
(HELYES et al., 2007).

Os parametros ventilatorios, foram medidos pelo método de pletismografia de corpo

inteiro que permite a obtencdo do volume pulmonar a partir da sua relagdo com as variagoes
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de pressdo no aparelho, entretanto, estudos indicam que para uma analise confiavel no
aparelho, o animal deve estar quieto durante a captacdo dos registros respiratorios, uma vez
que a atividade muscular e a compressdo pulmonar e/ou de gases gastrointestinais em
decorréncia da locomocédo do animal podem modificar a pressdo da camara alterando o sinal
gerado pela respiracdo (MORTOLA; FRAPPEL, 1998). Sendo o camundongo um animal
muito ativo, mesmo embora ambientado ao aparato dias antes das medidas, encontramos
muita dificuldade para realizé-las devido a exploragdo constante do animal.

Estudos sugerem que a inflamagdo, além do remodelamento, contribui de maneira
significativa para o desenvolvimento de hiperresponsividade brénquica (HIZUME et al.,
2012), sendo também qualquer mudanca na musculatura lisa das vias aéreas, no epitélio, na
mucosa e no parénquima pulmonar associada a alteragdes no processo de responsividade
bronquica (LANCAS, et al., 2006; DE MAGALHAES, et al., 2005).

A responsividade das vias aéreas comumente € avaliada pelo desafio com
broncoconstritores, sendo que o teste de broncoprovocacdo se baseia no fato de que a
musculatura lisa brébnquica, quando exposta a substancias colinérgicas, reage com aumento do
tonus, isto €, com broncoconstricdo, sendo o teste realizado por meio da inalacdo de agentes
farmacold6gicos como metacolina (MCh), carbacol e histamina (RUBIN et al., 2002).

Estudos ainda sdo contraditorios em relacdo a participacdo dos receptores TRPV1 na
hiperresponsividade das vias aéreas. Em cobaias sensibilizadas com albumina, a inibicdo
farmacoldgica do TRPV1 é indicada como inibidor da hiperresponsividade (DELESCLUSE;
MACE; ADCOCK, 2012). Ja camundongos deficientes em TRPV1 demonstraram aumento
da hiperresponsividade brénquica (HELYES et al., 2007). Entretanto, nossos estudos ndo
foram capazes de verificar quaisquer diferengas entre os parametros analisados.

A LPA/SDRA esta entre as maiores causas de mortalidade em pacientes portadores de
doencas criticas (TANG et al., 2014), sendo assim, analisou-se a mortalidade decorrente da
administracdo sisttmica de LPS bem como o efeito do bloqueio dos receptores TRPV1,
entretanto, nossos resultados ndo apontaram diferencas estatisticamente significativas entre 0s
grupos.

Estudos a respeito do papel dos receptores TRPV1 na SDMO e mortalidade
decorrentes de sepse ainda sdo controversos e demonstram que o receptor atua de forma ainda
incompreendida (GUPTILL et al., 2011), entretanto trabalhos apontam que o bloqueio com
capsazepina diminuiu a taxa de sobrevivéncia, além de piorar a hipotensdo decorrente da
toxicidade induzida pelo LPS em ratos (WANG et al.,, 2008), mas também que, em

camundongos, atuou de forma positiva, demonstrando o aumento das taxas de sobrevivéncia
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além da diminuicéo de danos no figado e pulmdes com Unica administracdo 30min antes do
procedimento de ligadura cecal com perfuracdo (CLP) (ANG; MOOCHHALA; BHATIA,
2010).

A variacdo de resultados pode estar relacionada com o uso de diferentes espécies,
doses, tempos de administracdo e uso de agonistas e antagonistas diversos, o que sugere que 0
efeito do bloqueio dos receptores TRPV1 na sepse depende da forma indutora de sepse e do
método de bloqueio dos receptores e dos neurdnios que o expressam (GUPTILL et al., 2011).

Embora existam trabalhos a respeito do envolvimento dos receptores TRPV1 em
processos inflamatorios no pulméo, o papel deles na fisiologia respiratoria durante inflamacéo
sistémica ainda permanece indefinido.

Em conjunto, nossos resultados mostraram que o bloqueio farmacoldgico dos
receptores TRPV1 com a capsazepina na LPA/SDRA induzida indiretamente por endotoxina
modula o0 aumento da resisténcia do sistema respiratério e tecidual, além do colapso alveolar.
Sendo assim, mostra-se que o TRPV1 exerce a¢do na LPA/SDRA induzida por endotoxina,
fazendo do receptor possivel alvo a fim de aumentar a eficacia terapéutica na LPA
(CABRAL; GIUSTI-PAIVA, 2016).

7.2 TRPV1 E O COMPORTAMENTO DOENTIO

Em decorréncia da infeccdo por microorganismo patogénico o hospedeiro sofre uma
série de respostas imunes, fisioldgicas, metabdlicas e comportamentais mediadas pela
ativacdo do sistema imune inato. Um tipico indutor é o LPS, que quando administrado
sistemicamente ou no encéfalo (ventriculo lateral) em animais de laboratério saudaveis
desencadeia as respostas caracteristicas do chamado comportamento doentio, com
desenvolvimento de febre, ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e mudancas
comportamentais (DANTZER 2004 e 2009).

Dentre as altera¢cBes comportamentais tipicas e estudadas no sickness behavior estdo
comportamento tipo-ansioso, tipo-depressivo, alteracdo de locomocgéao e ingestdo alimentar,
além da febre (DANTZER 2004 e 2009), como demonstrado no trabalho em questéo.

Tendo em vista que 0s modelos comportamentais sédo boas ferramentas para identificar
0 curso e a gravidade do comprometimento imunoldgico (GRANGER et al., 2013) e que 0s
testes de campo aberto, nado forgado , claro-escuro e suspenséo pela cauda sdo bem descritos
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pela literatura como métodos de avaliacdo (LIU et al., 2007), esses testes foram utilizados
para estudar o efeito das doses de 100, 200, 500 e 1000 pg/kg de LPS ap0s duas, seis e vinte e
quatro horas da aplicacdo a fim da definicdo de dose e tempo mais apropriados para
caracterizacgéo do estado doentio.

Para avaliacdo de comportamentos tipo-ansiosos, utilizou-se neste estudo o teste de
Campo Aberto e Claro-Escuro. O teste de Campo Aberto permite a verificacdo da atividade
motora voluntaria e de comportamentos tipo-ansiosos, sendo a avaliacdo da atividade
locomotora feita a partir da analise do nimero de cruzamentos totais que o animal realiza com
as quatro patas nos quadrantes do aparato (WILCOXON et al.,, 2007), e 0 numero de
cruzamentos e tempo gasto no centro do aparato considerados inversamente relacionados ao
nivel de ansiedade (LIU et al., 2007). J& o teste Claro-Escuro oferece ao animal um conflito
entre explorar o ambiente novo e evitar o compartimento claro, aversivo aos roedores
(PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006) e é apontado como um bom instrumento para
avaliacdo de comportamento tipo-ansioso (CRAWLEY; GOODWIN 1980).

O LPS ¢é muito utilizado como indutor desse tipo de comportamento em doses que
variam de 50 a 250ug/kg, e portanto, estaria relacionado a diminuicdo do tempo de
permanéncia no compartimento claro e do nimero de cruzamento entre 0s ambientes
(BANASIKOWSKI et al., 2015), além do aumento do CRF (fator liberador de corticotrofina,
do inglés, corticotrophin-releasing fator), hormonio conhecido como promotor de ansiedade
(HAUGER et al., 2009; OHMURA,; YOSHIOKA, 2009; TURNBULL,; LEE; RIVIER, 1998).

Os testes de suspensdo pela cauda e nado forcado, por sua vez, sdo modelos bem
estabelecidos utilizados para avaliacdo de efeitos antidepressivos que utilizam do desespero
comportamental para analise de condutas tipo-depressivas em animais capazes de simular
atitudes depressivas em humanos (DANG et al., 2009; YAN et al., 2015; WILLNER, 2005).

Porsolt e colaboradores em 1977 desenvolveram o teste de nado forcado que é muito
empregado para avaliar a atividade antidepressiva de drogas devido a sua facil utilizacdo e a
grande reprodutibilidade entre os laboratérios. O teste consiste em colocar o animal (rato ou
camundongo) em um cilindro com &gua em temperatura agradavel ao animal (£ 25°C).
Inicialmente, o animal apresenta movimentos para tentar escapar do cilindro (por exemplo
escalar o cilindro e nadar de um lado para o outro), mas apds um certo tempo, o animal
desenvolve uma postura quase imovel. E sugerido que o comportamento de imobilidade
refletiria um fracasso na tentativa de escapar do estimulo estressante (comportamento de
desespero), o qual equivaleria ao retardo psicomotor observado em muitos pacientes
deprimidos (WILLNER, 1984); ou ainda que a imobilidade pode ser um comportamento
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adaptativo do animal para a manutencdo de energia, ou um estado de desesperanca no qual o
animal perde a expectativa de fuga (PRESTON; WEST, 1990). Este teste € o mais utilizado
em pesquisas acerca de depressdo devido a sua validade preditiva e capacidade de reverséo
dos comportamentos caracteristicos por grande variedade de antidepressivos disponiveis na
atualidade (YAN et al., 2015)

O teste de suspensdo pela cauda, por sua vez, € baseado nas mesmas premissas do
nado forcado. Acredita-se que o animal submetido a uma situacdo estressante e inescapavel
apresente dois tipos de comportamentos alternados, a agitacdo, caracteristica da tentativa de
escape da situacdo de estresse, e a imobilidade. Este padrdo de comportamento também pode
ser chamado de searching-behavior, caracterizado pela alternancia de intensa atividade
motora e gasto de energia, com a imobilidade, sendo que, de maneira semelhante ao teste do
nado forcado, farmacos antidepressivos sdo capazes de reduzir o tempo de imobilidade
apresentado pelo animal (STERU et al., 1985).

Comportamento tipo-depressivo, reducdo da atividade locomotora, reducdo do
comportamento exploratdrio, anorexia e anedonia, como descrito anteriormente, caracterizam
0 comportamento doentio que expressa o estado de motivacdo do animal frente a ativagao do
sistema imune, comumente feita pela administracdo de LPS (SONCINI et al., 2012); estando
0 aumento dos comportamentos tipo-depressivos e diminuicdo da atividade locomotora
relacionados a comportamentos doentios adaptativos que mimetizam risco em resposta a
ameacas potenciais no ambiente (BANASIKOWSKI et al., 2015).

Sendo assim, nossos estudos preliminares reafirmam a capacidade do LPS de produzir
efeitos caracteristicos do comportamento doentio (comportamento tipo-depressivo e ansioso)
ao reduzir o nimero de cruzamentos no teste de Campo Aberto e Claro-Escuro, reduzir a
permanéncia do animal no compartimento claro no teste Claro-Escuro, alem de aumentar o
tempo de imobilidade apresentado no teste de Suspensdo pela Cauda. Esperava-se também
que o LPS fosse capaz de aumentar o tempo de imobilidade no teste de Nado Forgado quando
comparado aos animais tratados com salina, entretanto, possivelmente pelo nimero reduzido
de animais expostos a esta andlise inicial, ndo foi possivel observar as alteracoes.

As doses utilizadas de LPS bem como o tempo entre a administracdo da droga e a
avaliacdo variam de acordo com os modelos experimentais, entretanto, este trabalho, assim
como estudos prévios de nosso laboratorio julgaram como mais adequados a dose de
200 pg/kg para avaliacdo de camundongos duas horas apds a administracdo em relacéo a
testes envolvidos no comportamento doentio (SONCINI et al., 2012; SILVA; GIUSTI-
PAIVA, 2015).
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Sendo assim, com tempo e dose de LPS estabelecidos, a capsazepina na dose de 5
mg/kg (NGUYEN et al., 2010) ou veiculo (10mL/kg) foi administrada via intraperitoneal 30
minutos antes do tratamento com salina ou LPS e duas horas apds a ultima aplicacdo os testes
comportamentais foram realizados.

O teste de campo aberto, como exposto, possibilita a analise do comportamento
doentio em termos de atividade motora com aspectos relacionados a ansiedade. A atividade
locomotora do animal, é avaliada tomando-se como referéncia locomocéo total do animal no
aparato e eventos de rearing, que representa a exploracéo vertical do animal, j& 0 tempo que 0
animal permanece no centro do aparato e o numero de cruzamentos feitos nesta regido sao
relacionados de forma inversa ao nivel de ansiedade (LIU et al., 2007).

A preferéncia dos animais por movimentar-se préximo as paredes do aparato, onde
sentem-se mais protegidos da possivel acdo de predadores, é expressa pelo tigmotaticismo
(SIMON et al., 1994), e o efeito anti-tigmotatico, obtido por meio da relagdo cruzamentos
centrais/totais tido como alternativa de distinguir, a0 menos em parte, medidas de atividade
locomotora & comportamento tipo-ansioso, sendo animais com indices mais altos
interpretados como menos "neofébicos”, assim o pardmetro é inversamente relacionado ao
nivel de ansiedade (ACEWICZ et al., 2014).

Nossos estudos evidenciaram que o bloqueio dos receptores TRPV1 foi capaz de
atenuar a diminui¢do de cruzamentos centrais e do efeito anti-tigmotatico provocada pelo
tratamento com LPS, o que vai ao encontro de dados da literatura, que mostram que animais
knockout para o receptor TRPV1 tiveram o efeito tipo-ansioso reduzido (MARSCH et al.,
2007).

Entretanto, o nimero de cruzamentos totais e periféricos realizados pelos animais, que
caracterizam a atividade locomotora do mesmo, ndo foram influenciados pelo bloqueio dos
receptores TRPV1, o que também €é consonante ao exposto na literatura, que mostra que ndo
foram alterados parametros de mobilidade em animais knockout para 0 TRPV1 nem nos
tratados com seus agonistas ou antagonistas (capsaicina ou capsazepina) (MANNA,;
UMATHE, 2011; MARSCH et al., 2007). Sendo assim, os receptores TRPV1 parecem nao
estar relacionados a atividade locomotora dos camundongos.

O teste de claro-escuro, como dito anteriormente, € utilizado para avaliacdo de
comportamento tipo-ansioso, sendo o periodo de permanéncia no compartimento claro
inversamente relacionado a ansiedade (BANASIKOWSKI et al., 2015). Assim, 0s animais
tratados com LPS tiveram aumento no comportamento tipo-ansioso, como e esperado, e 0

blogueio dos receptores TRPV1 atenuou tal efeito, alem de convergir aos anteriores,
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mostrando, mais uma vez, que a questdo exploratéria foi influenciada (diminuida) pelo LPS,
entretanto, o pré-tratamento com CPZ ndo promoveu nenhuma alteracdo no numero de
cruzamentos feitos pelos animais.

Marsch e colaboradores por sua vez demonstraram que animais knockout para os
receptores TRPV1 ndo apresentaram diferencas na distancia percorrida durante teste de
campo aberto e claro-escuro, quando comparados a animais selvagens, entretanto, 0s mesmos
exploraram mais o compartimento claro, mostrando comportamento tipo-ansioso reduzido em
animais deficientes para o receptor TRPV1 (MARSCH et al., 2007).

Ja Manna e Umathe apontam que a administracdo intracerebroventricular de
capsaicina, agonista do receptor TRPV1, promoveu diminuicdo da interacdo social indicando
a inducdo de comportamento tipo-ansioso e de forma oposta, a capsazepina foi capaz de
aumentar a intera¢do nos animais. Além disso, mostram também que a atividade locomotora
dos animais ndo foi influenciada pelas drogas, evidenciando mais uma vez que 0s receptores
TRPV1 néo participam desta modulacdo (MANNA; UMATHE, 2011).

Diversos outros estudos apontam que o bloqueio dos receptores TRPV1 atua de forma
a diminuir efeito tipo-ansioso em ratos e camundongos (BATISTA; FOGACA,
GUIMARAES, 2015; CASAROTTO et al., 2012; HAKIMIZADEH et al., 2012;
KASCKOWA; MULCHAHEYB; GERACIOTI JR, 2004; LISBOA et al., 2013; TERZIAN et
al., 2009), entretanto, ndo foi encontrado estudo que demonstrasse a participacao neste tipo de
comportamento advindo da endotoxemia.

O comportamento doentio também ¢é caracterizado por comportamento tipo-depressivo
dos animais, como ja descrito, e para avaliar a atuacdo dos receptores TRPV1 nesse processo,
foram realizados os testes de nado forgado e suspenséo pela cauda.

A imobilidade é apontada como estado de desespero comportamental no qual os
animais ndo estdo estimulados a tentar escapar da situacdo a que estdo submetidos e €
relacionada ao estado tipo-depressivo, sendo que drogas antidepressivas reduzem a
imobilidade dos animais (LIU et al., 2007). Portanto, a capsazepina se mostra capaz de
reduzir o comportamento tipo-depressivo caracteristico do comportamento doentio no teste de
Nado Forgcado devido a diminui¢do provocada, em animais tratados com endotoxina, do
tempo de imobilidade.

Embora os testes do nado forcado e da suspenséo pela cauda observem parametros
semelhantes, muitos estudos indicam que eles diferem no que diz respeito aos substratos
bioldgicos envolvidos nas respostas, mesmo apresentando respostas convergentes diante
farmacos antidepressivos (BAI et al., 2001; BOURIN et al., 2005; RENARD et al., 2003).
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Sabe-se que farmacos antidepressivos podem reduzir a duracdo da imobilidade no teste de
Suspensdo pela Cauda em doses menores que as necessarias para produzir o mesmo efeito no
Nado Forcado (LIU; GERSHENFELD, 2001). Essas diferengas na resposta farmacologica
sugerem a possivel existéncia de mecanismos distintos para producéo de imobilidade em cada
teste, com sobreposicdes e distingdes.

Estudos indicam que o sistema dopaminérgico é fundamental para performance dos
animais no teste de Nado Forcado, enquanto tanto o dopaminérgico quanto o serotoninérgico
séo envolvidos no teste de Suspenséo pela Cauda (CHATTERJEE; JAISWAL; PALIT, 2012),
além de indicarem que o Teste de Suspensdo pela Cauda seja menos estressante que o teste de
Nado Forcado devido a auséncia do contato com agua e possivel indugdo de hipotermia pela
imersdo (THIERRY et al., 1986). Entretanto, David e colaboradores mostraram que a reducéo
da temperatura corpérea do animal em decorréncia do contato com &gua fria no teste nao foi
relacionada a alteracGes no tempo de imobilidade dos animas, sugerindo assim que as
alteracdes na imobilidade apresentada no Teste de Nado Forcado ndo estdo relacionadas a
variaces na temperatura corporea dos animais (DAVID et al., 2001). Porsolt e colaboradores
mostraram que, em ratos, as alteragdes de termorregulacdo podem ser claramente dissociadas
dos efeitos comportamentais produzidos pelo teste de Nado Forcado e uso de antidepressivos
(PORSOLT etal., 1979)

Diante do exposto, observa-se que mesmo os Testes de Nado Forcado e Suspenséo
pela Cauda sendo amplamente usados como modelos de analise para comportamento tipo-
depressivo em camundongos devido a facilidade de reproducdo e boa resposta a
antidepressivos (DEUSSING, 2006; DUMAN, 2010), eles diferem em alguns aspectos,
indicando possiveis distingbes nos mecanismos envolvidos, o que pode justificar a diferenca
de resultado por nos encontrada.

Além da reducdo da atividade locomotora, comportamento tipo-depressivo e ansioso
mostrados anteriormente, a resposta de fase aguda ao desafio imunoldgico também promove a
reducdo da ingestdo de alimentos. Para caracterizar o efeito do bloqueio dos receptores
TRPV1 no processo, foi realizada a analise da ingestdo alimentar e ganho de peso apos a
administracdo de LPS e salina durante vinte e quatro horas.

Verificamos a diminuigdo do comportamento ingestivo e do peso dos animais
submetidos ao desafio imunologico, o que vai ao encontro de dados mostrados na literatura
(SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2015). A administracdo de CPZ, por sua vez nao foi capaz de
provocar alteracGes, sugerindo, assim, auséncia de participacdo do receptor TRPV1 na
regulacéo do processo de ganho de peso e ingestdo de alimentos.
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Estudos acerca da real participacdo dos receptores TRPV1 no controle da ingestao de
alimentos bem como no ganho de peso ainda s&o controversos. Choowanthanapakorn e
colaboradores, em seus estudos notaram auséncia de diferenga na ingestdo de alimentos entre
animais com auséncia do receptor TRPV1, todavia diferencas no ganho de peso foram
observadas, indicando a participacdo deste receptor no controle de mecanismos metabolicos
(CHOOWANTHANAPAKORN et al.,, 2015). Entretanto, outros estudos apontam que
animais knockout para o receptor TRPV1 tratados com dieta de laboratério padrdo, por sua
vez, ndo apresentaram alteracbes no ganho de peso quando comparados a animais que
expressam o receptor, 0 que assim como nossos dados, sugere a auséncia de modulacdo do
ganho de peso corporal por meio do receptor em questdo (KENTISH et al., 2015, LEE et al.,
2015).

As alteracdes comportamentais que advém da endotoxemia sdo essenciais para a
sobrevivéncia do animal devido ao redirecionamento de energia, como exposto. As respostas
termorregulatorias, que levam a febre, também fazem parte dos processos adaptativos, uma
vez que criam ambiente desfavoravel ao patdgeno e aumentam a eficacia da resposta imune
por propiciar o aumento da capacidade fagocitica de neutrofilos e também a imunidade
adaptativa, induzindo a proliferacdo de linfécitos e a producgéo de anticorpos (MOLTZ, 1993;
KLUGER, 1986).

Foi observado neste estudo a capacidade do LPS de promover aumento da temperatura
corporea do animal, sendo a administracdo prévia de capsazepina capaz de inibir tal
hipertermia.

Sabe-se que o LPS medeia a liberacdo de citocinas por células imunoldgicas que
induzem por vias neurais ou humorais a producdo de prostaglandinas, responsaveis pela
ativacdo de neurénios termossensiveis na POA, gerando o estado febril (BLATTEIS, 2006). E
sugere-se que perifericamente o receptor TRPV1 possa funcionar como espécie de
termossensor direncionando estimulo para neurénios da area pré-optica (POA) do hipotalamo
que regula mecanismos de perda de calor (CATERINA, 2007; MILLS et al, 2008).

Diversos estudos mostram que a ativacdo dos receptores TRPV1 desencadeiam
hipotermia em roedores e indicam ainda que antagonistas do receptor produzem hipertermia
em diferentes espécies (rato, cachorro, macaco e inclusive em humanos) (GAVVA, 2008;
RAWLS, BENAMAR, 2014). Entretanto, camundongos knockdown para o receptor TRPV1
ndo apresentaram tal hipertermia (TOTH et al.,, 2011) além dos knockout apresentarem
resposta febril ao LPS atenuada (IIDA et al, 2005).
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Os receptores TRPV1 parecem atuar de maneira neural respondendo a sinais
provenientes das visceras em situacdes normais, com ativacdo capaz de promover a inibicéo
de mecanismos de defesa ao frio e de suprimir a temperatura corp6rea, sendo tal ativacao
possivelmente modulada in vivo por endovanildides e baixo pH, estimulos capazes de evocar
mudancas na temperatura corpoOrea central, entretanto, os detalhes de tal modulacéo
fisioldgica ainda permanece desconhecidos. Agonistas e antagonistas exdgenos, por sua vez,
atuam de acordo com o tipo de acdo nos receptores TRPV1, sendo que os antagonistas agem
em neurdnios periféricos e os agonistas agem centralmente na area pre-6ptica (POA) do
hipotalamo (AYOUB; HUNTER; SIMMONS, 2009; ROMANOVSKY, et al., 2009).

A hipertermia induzida por antagonistas dos receptores TRPV1 pode ser relacionada
pela ativacdo dos mesmos pelo calor, prétons ou agonistas quimicos, tendo em vista estudos
que relacionam a hipertermia induzida por antagonistas de TRPV1 a sua poténcia de bloquear
a ativacdo do receptor induzida por prétons (GARAMI et al., 2010). Antagonistas que
bloqueiam a ativacdo por calor e por estimulos quimicos apresentam efeitos minimos ou
nenhuma hipertermia, e o AMG8562, antagonista do receptor TRPV1, potencializa
seletivamente a ativacdo por protons também ndo é capaz de promover acréscimo de
temperatura (BISHNOI; PREMKUMAR, 2011; GARAMI et al.,2010; LEHTO et al.,2008).

Tendo em vista, entdo, o fato do canal utilizar de diferentes mecanismos para
promover o blogueio dos receptores TRPV1 e portanto que os antagonistas podem bloquear a
ativacdo de acordo com o agonista, é estabelecido que a capsazepina nao € capaz de promover
a hipertermia devido a sua incapacidade de antagonizar os receptores TRPV1 quando ativados
por prétons (AYOUB; HUNTER; SIMMONS, 2009; ROMANOVSKY, et al., 2009).

A regulagdo da atividade do eixo HHA, secre¢cdo hormonal, comportamento e
proliferacéo celular € feita sobretudo pelas citocinas, responsaveis pela comunicacao entre 0s
sistemas imune e neuroenddcrino (DANTZER, 2009) elas sdo elementos fundamentais para
que o organismo responda de forma apropriada ao agente infeccioso ndo apenas pela
participacdo na modulacdo da resposta febril, mas também pela modulacdo das alteractes
comportamentais promovidas como ja descrito. A producdo de citocinas, em especial as
inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-o aliada a uma maior sintese de prostaglandinas leva ao
aparecimento do comportamento doentio pela estimulacdo da atividade do eixo HHA e
consequente aumento dos niveis de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e glicocorticoides
(BANKS; ERICKSON, 2010; MCCUSKER; KELLEY, 2013).

Elas alcangam o sistema nervoso central por transportadores especificos localizados na

barreira hematoencefélica ou pelos 6érgdos circunventriculares, podendo a sinalizacdo ser
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realizada pelos nervos periféricos ou induzir a producéo de prostaglandinas na interface entre
0 cérebro e a corrente sanguinea (ENGBLOM et al., 2002). Os mediadores alcancam direta ou
indiretamente neurénios e células de apoio (micrdglia e astrocitos) e promovem alteragdes no
sistema nervoso autdbnomo e enddcrino, regulando a resposta do individuo a infeccdo
(MARTIN, 2013).

IL-6 tem notavel efeito pirogénico e modula atividades corticotropicas, mas nao
influencia na atividade comportamental de forma direta, uma vez que as citocinas ndo agem
separadamente, e sim em conjunto para que os efeitos sejam pronunciados. Estudos com
camundongos knockout para IL-6 mostraram-se menos sensiveis aos efeitos comportamentais
do LPS, o que sugere, desta forma, que a IL-6 potencializa efeitos depressivos produzidos
pela IL-1p, a principal citocina moduladora do comportamento doentio (DANTZER, 2009).

O TNF, por sua vez é conhecido como pirogénio enddgeno, que age no eixo
hipotdlamo-hipofisario e possui agdes imunoestimulatérias importantes no combate de
infeccdes, provocando a liberacdo de neutréfilos, producdo de superdxidos, lisozimas e
ativacdo de macréfagos (DINARELLO, 2004). Além do mais, é proposto que o TNF-a
desempenha um papel criogénico enddgeno na modulacdo da resposta febril (LONG et al.,
1992; LEON et al., 1997), sendo a concentragdo plasmatica de TNF-a aumentada apds a
inducdo da endotoxemia, com concentracdo maxima ocorrendo entre uma ou duas horas ap6s
a aplicacdo do LPS (BUENO et al., 1999).

Ja a IL-1p esta intimamente relacionada ao comportamento doentio, uma vez que sua
administracdo central ou periférica induz os efeitos do comportamento de fase aguda,
incluindo febre, ativacdo do eixo HHA e comportamento tipo-depressivo. Camundongos
deficientes em caspase 1 (enzima conversora da forma inativa na forma madura do IL-1p) sdo
menos sensiveis aos efeitos tipo-depressivos do LPS, como na ingestdo de alimentos, quando
administrados intracerebroventricularmente (DANTZER, 2009).

A acgdo das citocinas ocorre de maneira conjunta, sendo que a deficiéncia em uma
delas pode ser compensada por outra (DANTZER, 2009), ocorrendo niveis aumentados em
animais com endotoxemia induzida por LPS, como evidenciado em nossos resultados.

Sabe-se que o receptor TRPV1 é expresso em células do sistema imune, incluindo
mastocitos, linfécitos e células dendriticas, 0 que sugere que a ativacdo do mesmo pode ser
fator de estimulo para células imunes e aumento da secrecdo de citocinas pré-inflamatorias
(HUANG et al., 2015). Camundongos knockout para o receptor apresentaram aumento da

concentragdo de citocinas peritoneais, ja 0 Ruténio Red (antagonista ndo seletivo do receptor



109

TRPV1) contraditoriamente, impediu a sintese de TNF-o ¢ IL-6 nos macrofagos quando
induzidos por LPS (GUPTILL et al., 2011).

Wang e Wang, em seus experimentos, também mostraram um aumento dos niveis de
IL-6, IL-1B ¢ TNF-a em animais knockout para os receptores TRPV1 quando comparados aos
selvagens apos a administracdo de LPS. Entretanto, é dificil comparar tal estudo com nosso
devido a diferencas como os modelos animais utilizados, o tempo de coleta de sangue (6
horas no estudo e 2 horas em nossos experimentos apos aplicacdo de LPS) e a dose de LPS
(WANG, WANG,2013). Guptill e colaboradores também descreveram que animais
submetidos ao modelo de CLP e tratados com resiniferatoxina tiveram diminui¢do dos niveis
de TNF (GUPTILL et al., 2011).

Contraditoriamente, outro estudo mostra que quatro horas apds a administracdo de
LPS os niveis de TNF plasméaticos ndo foram alterados em animais knockout quando
comparado a linhagem selvagem, sugerindo assim que o TRPV1 parece ndo ser um
modulador dos niveis de TNFo (CLARK et al., 2007). Isso também foi abordado por estudo
que obteve niveis inalterados de TNFa em modelo de artrite em que animais knockout para o
receptor apresentaram hipoalgesia. Entretanto, 0 mesmo estudo mostrou que 0s niveis da
citocina no fluido peritoneal foram aumentados nos animais knockout, quando comparados
aos padrGes ap6s a administracdo de endotoxina, sugerindo que a ativacdo local dos
receptores TRPV1 no peritonio parece influenciar diretamente a producéo de TNF-o. (CLARK
et al., 2007, KEEBLE et al., 2005). Em contrapartida foi demonstrado também a estimulagéo
dos receptores TRPV1 promoveria 0 aumento da producdo da citocina IL- 6 (LOWIN et al.,
2015).

Como visto, sugere-se que a producdo de citocinas possa ser influenciada pelo
receptor TRPV1, entretanto a maneira exata como isso acontece ainda néo € clara.

A producéo de IL-1p, estimulada pela administragdo de LPS, atua na barreira hemato-
encefalica estimulando a sintese de prostaglandinas que difundem pelo parénquima e
estimulam células que possuam receptores para tal mediador nas regides encefalicas, como na
area pré-optica (preoptic area- POA), nucleo paraventricular (paraventricular nucleus- PVN)
e supradtico (supraotic nucleus - SON), conhecidas regides encefalicas envolvidas na febre e
respostas neuroendocrinas a ativagdo imune periférica (KONSMAN et al., 2004).

As infeccOes periféricas promovem as alteracbes comportamentais também por meio
de estimulos neurais enviados ao encéfalo por meio do nervo vago que projeta para diversas
regides como PVN, SON e BNST (nucleo do leito da estria terminal, do inglés bed nucleus

the stria terminalis), e por meio da ativacdo por infeccdo abdominal/visceral influencia a
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atividade de regibes como as supracitadas que sao relacionadas a motivacdo e humor
(MCCUSKER; KELLEY, 2013).

A quantificacdo de células positivas para c-fos é uma metodologia utilizada para
avaliar o aumento da atividade neuronal que geralmente ocorre apds um estimulo nocivo,
devido a relacdo entre a expresséo de c-fos e eventos genémicos que controlam mudancas no
SNC. A administracdo periférica de LPS induz ativacdo neural em diversas regides
encefélicas, sendo que estudos mostram a expressdo aumentada de c-fos em camundongos
machos adultos que receberam administracdo de LPS em diversas regides encefalicas como a
dorsomedial, dorsal, lateral, nicleo pre-Optico anterior do hipotadlamo, ndcleo do leito da
estria terminal, &rea postrema, nucleo do trato solitario e nucleo paraventricular do hipotalamo
(WANNER et al., 2013). Este estudo mostra que o LPS foi capaz de aumentar o nimero de
células positivas para c-fos nas regides encefalicas PVN, BNST, POA e SON, sendo o
bloqueio dos receptores TRPV1 por meio da capsazepina capaz de atenuar tal acentuacéo
promovida.

lida e colaboradores estudaram diversas areas encefalicas relacionadas &
termorregulacdo, j& que assim como nossos estudos, encontrou resposta febril ao LPS
atenuada (animais knockout para o receptor TRPV1), entretanto, ao avaliar a area pré-optica
medial (mMPOA), nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), nucleo do trato solitario e area
postrema, apesar de também observarem a expressdo aumentada de c-Fos nos animais
tratados com LPS quando comparados ao controle (salina), ndo detectaram diferencas entre
animais knockout e os selvagens. O proprio estudo indica ainda a possibilidade de
mecanismos compensatdorios nos camundongos modificados geneticamente, uma vez que a
resposta destes animais ao LPS foi febre atenuada (1IDA et al., 2005).

O BNST esté relacionado a ansiedade, sendo que estudos conduzidos com canabidiol,
proposto como antagonista CB1 e CB2 e agonista TRPV1, mostraram que sua administracdo
sistémica diminuiu a expressdo de c-fos induzida pelo medo na regido, o que difere de nossos
achados. Entretanto, além do tipo de estimulo ser distinto entre nosso estudo (LPS) e o de
Lemos (medo condicionado), ainda ndo se sabe com exatiddo os alvos e mecanismos como 0
composto age e sua real interagdo com os receptores TRPV1 (LEMOS; RESSTEL,
GUIMARAES, 2010).

E sabido que neurdnios do SON expressam os receptores TRPV1 e que 0S mesmos
participam das respostas neuroendécrinas ao desafio imunolégico (NEDUNGANDI et al.,

2012). Tal receptor € apontado como importante mediador da sensibilidade térmica de células
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magnocelulares neurosecretoras do nucleo supraotico (SUDBURI; BOURQUE, 2013), sendo
assim sugere a participacdo do TRPV1 como modulador da atividade do SON.

Apesar dos achados que relacionam os receptores TRPV1 a ativacdo de diversas
regides encefélicas, inclusive aquelas abordadas neste trabalho, ndo encontrou-se associacéo
com a modulacdo do comportamento doentio, como este estudo.

E sabido que estes receptores, expressos em diversas regides do sistema nervoso
central (hipotdlamo, cerebelo, cortex, bulbo olfatério, hipocampo e talamo), quando
sensibilizados por agentes proinflamatdrios podem sofrer aumento da expresséo a longo prazo
ou ainda uma modificacdo aguda no canal (DEVESA et al., 2011).

Pesquisadores observaram que 6 horas ap6s a administracdo de LPS, ratos
apresentaram aumento da expressao de receptores TRPV1 em tecido oral (ORLIAC et al.,
2007), o que corrobora com a proposta destes receptores contribuirem no desencadeamento de
efeitos deletérios como na sepse (KOHRO et al., 2004) e choque hemorragico (RANDALL et
al., 2002) e associaram o aumento dos niveis de anandamida durante o chogque endotoxemico
como fator envolvido no aumento da expressdo dos receptores TRPV1 (ORLIAC et al.,
2007). Especificamente na POA, estudos mostraram também a expressdo de receptores
TRPV1 aumentada durante febre induzida por LPS em ratos, provavelmente regulada por
HSF1 (fator de choque térmico, do inglés, heat shock factor 1) (FAN-XIN et al., 2012).

Trabalhos demonstram ainda o0 aumento da expressdo de TRPV1 em outras doengas
inflamatorias, entretanto sabe-se que citocinas como TNF-a, IL-1B, ¢ IL-6 podem também
regular o funcionamento do receptor, aumentando excitabilidade neuronal (DEVESA et al.,
2011) sem alterar sua expressdo. TNF-a e IL-1P sdo capazes de super-regular TLR4, que por
sua vez aumentam a atividade basal do TRPV1, uma vez que neurdnios knockout para TLR4
tém atividade do receptor diminuida, entretanto ndo se sabe a forma exata como isso ocorre
(MIN et al., 2014).

Sendo assim, devido a capacidade dos receptores TRPV1 sofrerem alteracdo dos
niveis de expressdo transmembrana (LAINEZ et al., 2010), por meio da técnica de Western
Blotting foi analisada sua manifestacdo no hipotalamo e hipocampo a fim de avaliar se as
alteracdes decorrentes do bloqueio dos receptores poderiam ser mediadas pela expressdo
modificada dos mesmos. As bandas correspondes a 100 kDa, coincidente com 0 peso
molecular descrito do TRPV1 em encéfalo (TOTH et al., 2005), foram analisadas, entretanto
ndo foram observadas alteracdes na densidade Otica entre os grupos estudados, o que pode ser

justificado pela possivel modificacdo de atividade dos receptores ou pela diferenca entre o
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presente estudo e os modelos animais, tecido, estimulos e tempos apds administracdo LPS
apresentados na literatura.

E sabido que, quando em excesso, as citocinas pré-inflamatorias produzidas frente a
presenca de patdégeno promovem mudangas comportamentais e febre, como j& explicitado
anteriormente por meio do processamento das informacdes da periferia para o encefalo que
pode ser mediado pelo nervo vago, que possui células dendriticas que expressam TLRs e
produzem IL-1p em resposta a administragdo de LPS (DANTZER, 2009; EK et al., 1998;
ROSAS-BALLINA et al., 2015).

A participacdo do nervo vago na transmissdo de informacéo € confirmada por meio de
estudos que utilizam a técnica de vagotomia (sec¢do do nervo), nos quais foi observada a acdo
fundamental de aferentes vagais na modulacdo do hipotdlamo, tronco encefalico e estruturas
limbicas. A expressdo de c-fos no nervo vago mostra-se atenuada em animais seccionados e
com isso, o comportamento doentio promovido pela administracdo de LPS ¢ abolido.
Entretanto, o nervo ndo transmite para o encéfalo apenas sinais relacionados a aspectos
comportamentais em decorréncia das citocinas, uma vez que a sec¢do do vago altera também
a ativacdo do eixo hipdfise-adrenal e resposta febril (DANTZER, 2004; DANTZER, 2009;
FLESHNER et al., 1995; WATKINS et al., 1995), embora a atuacdo dos aferentes vagais seja
menos expressiva em relacdo a febre, j4 que ratos vagotomizados apesar de ndo
desenvolverem comportamento doentio ainda sdo capazes de desenvolver febre (KONSMAN
et al., 2000), apesar da atenuacdo (ROMANOWSKY, 2000).

Animais vagotomizados ndo apresentam alteracdo nos niveis plasmaticos de citocinas,
mostrando que a resposta comportamental alterada nos animais, ndo representa uma reacao
diminuida aos niveis periféricos desses mediadores, que tém grau aumentado com o desafio
imunoldgico. Entretanto, quando IL1p administrada via ndo-intraperitoneal, como subcutanea,
intravenosa e intracerebroventricular, o comportamento doentio ocorre normalmente,
evidenciando a participacdo de aferentes vagais na inducdo do comportamento doentio
(BLUTHE et al., 1994; BLUTHE et al., 1996; DANTZER, 2009; MCCUSKER; KELLEY,
2013). Portanto, mais do que transmitir mensagem sensorial, 0 nervo vago pode sinalizar
respostas complexas que integram muitos eventos periféricos (ZHAO et al., 2010).

Neur6dnios aferentes vagais expressam diversos canais iénicos, dentre eles, o0 TRPV1
que é dito como capaz de influenciar a sinalizacdo através da determinacdo do limiar para
deflagracdo do potencial de acdo nas terminacdes (WU; LINDGBERG; PETERS, 2016;
ZHAO et al., 2010).
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Devido a abundancia desses receptores em certos subtipos vagais (YU; HU; YU;
2015) o TRPV1 vem sendo estudado e relacionado a alguns processos fisioldgicos. E sugerida
participacdo dos mesmos como moduladores de aferentes vagais sobretudo associando-se ao
sistema respiratorio (BIRRELL et al., 2014), mas relacionaram também a pancreatite
(SCHWARTZ et al., 2011) e a acidificacdo gastrica (YOSHIMURA et al., 2016), entretanto
até o presente momento ndo foram encontrados estudos que os relaciona ao comportamento.

E sugerido que o TRPV1 estimula a producio de vesiculas de glutamato em resposta a
capsaicina e altas temperaturas (ANDRESEN; HOFMANN; FAWLEY, 2012; PETERS et al.,
2010; SHOUDAI et al.,, 2010) e que consequentemente também aumenta a liberacdo de
GABA em neurénios do nucleo dorsal motor do nervo vago (DMV, do inglés, dorsal motor
nucleus of the vagus) (DERBENEV et al., 2006; DERBENEV; SMITH, 2013).

O glutamato, por sua vez, representa um importante neurotransmissor excitatorio no
SNC relacionado a inducgéo de c-fos no encéfalo por meio de endotoxina. Sabendo que grande
parte das fibras aferentes vagais sdo glutamatérgicas, estudo mostrou a capacidade de
antagonistas do receptor de glutamato de impedir a indugdo de c-fos nas projecOes vagais
primarias e secundarias no encéfalo, entretanto a forma exata como age permanece indefinida
(DANTZER, 2004; WAN et al., 1994).

Portanto, sendo o glutamato neurotransmissor excitatorio que pode promover ativacao
encefélica e os TRPV1 capazes de influenciar producdo de suas vesiculas, tais receptores
podem mediar a ativacdo das regides encefalicas responsaveis pela modulacdo do
comportamento por meio do glutamato.

No presente estudo, a exemplo da vagotomia citada anteriormente, é visto que 0s
niveis de citocinas plasmaticas ndo sdo alterados apds a administracdo de LPS nos animais
que receberam pré-tratamento com capsazepina quando comparados aqueles que receberam
veiculo e que os comportamentos tipo-depressivos e ansiosos, aumento de temperatura
corporea além do nimero de células positivas para c-fos no PVN, SON, BNST e POA foram
atenuados. Isso sugere a possivel acdo mediadora dos receptores TRPV1 na sinalizacdo
realizada pelo nervo vago para transmissao de estimulos provenientes da infeccdo da periferia
para o encéfalo.

Diante do exposto, nota-se que os receptores TRPV1 parecem modular a transmisséo
do estimulo promovido pela administracdo intraperitoneal de LPS para o SNC. Assim, 0
bloqueio destes receptores atenua a ativacdo neuronal de areas responsaveis pelo controle

termorregulatdrio e dos comportamentos tipo-ansiosos e depressivos.
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8 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que o bloqueio do receptor TRPV1 diminui 0 aumento
da resisténcia do sistema respiratorio e resisténcia tecidual além do colapso alveolar
promovidos pela administracdo intraperitoneal de LPS, demonstrando assim a participacéo
dos receptores TRPV1 na lesdo aguda pulmonar/sindrome da disfuncdo respiratoria aguda
(LPA/SDRA). Portanto, bloqueadores dos receptores em questdo devem ser alvo de mais
estudos para o possivel uso no aumento da eficacia do tratamento da LPA/SDRA (CABRAL;
GIUSTI-PAIVA, 2016).

Ja em relacédo a participacdo dos receptores TRPV1 na modulagdo do comportamento
doentio, foi observado que o bloqueio dos receptores por meio da administracdo de
capsazepina quando na presenca de LPS promoveu a reducdo dos comportamentos tipo-
depressivo e ansioso, bem como a atenuacdo da febre e da expressdo de c-fos nas regides
encefélicas relacionadas, o que sugere a participacdo dos mesmos na modulacdo do

comportamento doentio.
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Abstract: Acute lung injury (ALI) caused by systemic inflammatory response remains a leading cause of morbidity and mortality
in critically ill patients. Management of patients with sepsis is largely limited to supportive therapies, reflecting an incomplete
understanding of the underlying pathophysiology. Furthermore, there have been limited advances in the teatments for ALL In
this study, lung function and a histological analysis were performed to evaluate the impact of transient receptor potential vanil-
loid-1 receptor (TRPV1) antagonist (capsazepine; CPZ) on the lipopolysaccharide (LPS)induced lung injury in mice. For this,
adult mice pre-treated with CPZ or vehicle received intraperitoneal injections of LPS or saline and 24 hr after, the mice were
anaesthetized, and lung mechanics was evaluated. The LPS-challenged mice exhibited substantial mechanical impairment, charac-
terized by increases in respiratory system resistance, respiratory system elastance, tissue damping and tissue elastance. The pre-
treatment with CPZ prevented the increase in respiratory system resistance and decreased the increase in tissue damping during
endotoxemia. In addition, mice pre-treated with CPZ had an attenuated lung injury evidenced by reduction on collapsed area of
the lung parenchyma induced by LPS. This suggests that the TRPV1 antagonist capsazepine has a protective effect on lung

mechanics in ALI during endotoxemia and that it may be a target for enhanced therapeutic efficacy in ALL

Lung injury can be caused by inflammatory responses elicited
by diverse stimuli. However, there have been limited advances
in the treatments for lung injury. Therefore, a better under-
standing of the underlying biochemical processes that con-
tribute to lung injury during systemic inflammation is needed
[1-3]. Identifying endogenous inflammatory molecules that
mediate inflammation and lung injury, which is often a lethal
complication of common human maladies, is an important
goal with immediate diagnostic and therapeutic significance
[1,2,4].

Numerous studies have indicated that transient receptor
potential vanilloid type 1 (TRPV1), a calcium-selective ion
channel that is activated by capsaicin, is a mediator of lung
injury caused by sepsis and lipopolysaccharide (LPS) exposure
[5-7]. Immunohistochemical studies confirmed the presence of
TRPV1 in airway sensory fibres lining the trachea, bronchi
and alveoli as well as the nasal mucosa [8]. Several studies
have investigated the pharmacology, regulation, structure—
function relationships and physiological roles of TRPVI1
[2.4,9]. TRPV1 is sensitized after activation of neuronal recep-
tors for bradykinin, prostaglandins, histamine, purines, pro-
teases, chemokines and many other pro-inflammatory
mediators, including hydrogen sulphide (H»S) [6], anandamide
(AEA), 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) and leukotriene B4
(LTB4). It is also activated by hydroperoxyeicosatetraenoic
acids (HpETEs) and hydroxyeicosatetraenoic acids (HETEs)

Author for correspondence: Alexandre Giusti-Paiva, Laboratdrio de
Fisiologia Translacional, Av. Jovino Fernandes Sales, 2600 Prédio E,
Sala 300, 37130-000 — Alfenas — MG, Brazil (fax +55-35-32991063,
e-mails agiustipaiva@gmail.com; giustipaiva@unifal-mg.edu.br).

derived from arachidonic acid and often referred to as
endovanilloids [7,9-11].

Animal studies have yielded conflicting results on the role
of TRPV1 in survival and multiple organ damage during sep-
sis [2,3,12,13]. Thus, the role of TRPV1 in the pathophysiol-
ogy of sepsis is not completely understood. In addition, lung
cells from the conducting airways, alveoli and pulmonary cap-
illaries of human beings and mice express TRPV1 mRNA and
exhibit endoplasmic reticulum stress when exposed to the
TRPV1 agonist’s non-ivamide and AEA [14]. Previous histo-
chemical and biological analyses demonstrated that deleting
TRPV1 accelerates renal and hepatic injury, including further
increasing serum creatinine and alanine aminotransferase
levels after LPS injection [15]. Specifically, rats treated with
LPS and a TRPV1 antagonist [16] as well as Trpvl ™/~ mice
with peritoneal sepsis [17] exhibited exacerbated LPS-induced
hypotension as well as greater mortality. However, contrary to
reports suggesting a protective role of TRPV1, previous stud-
ies showed that pharmacological disruption of TRPV1 with
capsazepine has beneficial effects during peritonitis and sepsis
[2,5,6]. Ang and colleagues [5] showed that in a model of
polymicrobial sepsis, one dose of capsazepine administered
30 min. before caecal ligation and puncture (CLP) increased
survival and decreased liver and lung damage.

Despite previous studies showing TRPV1 involvement in
inflammatory responses in lung tissue, its influence on respira-
tory physiology, specifically respiratory mechanics, in cases
with systemic inflammation has not been demonstrated. The
purpose of this study was to evaluate the effect of administer-
ing a TRPVI antagonist on pulmonary mechanics in mice
exposed to endotoxemia.

© 2016 Nordic Association for the Publication of BCPT (former Nordic Pharmacological Society)
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Materials and Methods

Animals. Adult male Swiss mice (30-35 g) were obtained from the
Central Animal Facility of the Federal University of Alfenas. Animals
were housed under controlled light (12-hr light/dark cycle; lights on at
07:00 a.m.) and temperature conditions (23 £ 1°C) with ad libitum
access to water and food. Animals were allowed to habituate to the
housing facilities for at least 1 week prior to the experiments. All
experiments were conducted in accordance with the ARRIVE
guidelines (Animals in Research: Reporting In Vivo Experiments) and
the Brazilian Regulations for Animal Experimentation (COBEA) that
address the welfare of experimental animals and with the approval of
the Ethics Committee of the Federal University of Alfenas (protocol
number: 567/2014).

Measurement of lung mechanics. An invasive lung function analysis
was performed on mice anaesthetized with ketamine (34 mg/kg) and
xylazine (12 mg/kg). After tracheostomy, an 18-gauge stainless steel
cannula was inserted nto the trachea, and mice were placed on a
FlexiVent system (Scireq, Montreal, QC, Canada) for forced
oscillatory measurements. The animals were paralysed with
pancuronium bromide (0.5 ml/kg, i.p.) and kept warm using a heating
pad. Ventilation was maintained at a rate of 180 breaths/min. and a
tidal volume of 10 ml/kg, with a positive end-expiratory pressure of
30 cm of H,O to prevent alveolar collapse. Total lung capacity,
Snapshot and Prime-8 were consecutively performed using the
FlexiVent system. A measurement circuit was pressurized to the
desired pressure before each animal was switched into the circuit. A
single-compartment model of respiratory mechanics was used to assess
lung function after the saline or LPS administration. Respiratory
mechanics were assessed using a 1.2-sec., 2.5-Hz single-frequency
forced oscillation technique (SFOT; using a SnapShot-150
perturbation) and an 8-sec., broadband, low-frequency forced
oscillaion technique (LFOT) containing 13  mutually prime
frequencies between 1 and 20.5 Hz (using a Prime-8 perturbation).
Both perturbation settings were configured to ensure that transient
onsets were omitted and oscillations had reached steady-state in the
analysed portions of the manoeuvres. Respiratory system resistance
(Rrs) and elastance (Ers) were calculated using the FlexiVent software
(Scireq, Montreal, QC, Canada) by fitting an equation of motion for a
linear single-compartment model of lung mechanics to SFOT data
using multiple linear regressions. Respiratory system input impedance
was calculated from LFOT data. Newtonian resistance (RN), tissue
damping (G) and tissue elastance (H) were determined by iteratively
fitting the constant-phase model to input impedance [18].

Drug administration. Drugs were purchased from Sigma-Aldrich, (St.
Louis, MO, USA). Lipopolysaccharide (LPS) extracted from
Escherichia coli serotype 026:B6 (Sigma-Aldrich) was dissolved in
sterile isotonic saline (0.9% NaCl) and administrated at doses of 0.2,
1.0 or 5.0 mg/kg. The TRPV] receptor antagonist, capsazepine, [N-
[2- (4- chlorophenyl)ethyl] - 1,3.4,5-tetrahydro-7.8-dihydroxy-2H-2-
benzazepine-2-carbothioamide] was dissolved in a solution containing
0.9% NaCl, Tween and DMSO at a ratio of 8:1:1. Capsazepine (at
dose of 15 mg/kg) or vehicle were administered by subcutaneous (s.c)
injections immediately before saline or LPS that were administered by
intraperitoneal (1.p.) injections.

Experimental protocols. Acute lung injury (ALI) was induced by
endotoxemia model: to evaluate the effects of endotoxemia on induced
acute lung injury (ALI), mice (n = 10-12 per group/time-point) were
weated with 10 mlVkg sterile isotonic saline (i.p.) or 02, 1.0 or
5.0 mg/kg of LPS, 2, 6 or 24 hr prior to lung mechanics evaluation.
To verify the role of TRPV1 on lung mechanics during LPS-
induced ALI, the animals (n= 10 per group) were pre-treated with

vehicle or capsazepine (15 mg/kg; s.c.), then received saline or LPS
(5 mg/kg, 1.p.) after 10 min. Thus, the mice were randomly divided
into four groups with 10 mice in each group: (i) control (vehi-
cle + saline), (ii) capsazepine + saline, (iii) vehicle + LPS and (iv)
capsazepine + LPS. After a 24-hr treatment with saline or LPS, the
mice were anaesthetized and paralysed with pancuronium bromide and
lung mechanics function was evaluated. Afterwards, the lungs were
removed for histology. These time-points were chosen on the basis of
previous studies [5,19].

Lung histology. A laparotomy was performed, and heparin (1000 IU)
was injected under anaesthesia. Each trachea was clamped at end
expiration with a positive end-expiratory pressure (PEEP) = 3 em
H,0. Animals were killed by severing the abdominal aorta and vena
cava, which produces massive haemorrhage and rapid death by
exsanguination. Lungs were removed en bloc at the same PEEP level
in both groups to avoid distortion of lung morphometry. The right
lung was fixed in 3% buffered formaldehyde and embedded in
paraffin. Slices (4 pm thick) were cut and stained with haematoxylin
and eosin. Lung morphometry was assessed using an integrating
eyepiece within a coherent system consisting of a grid with 100 points
and 50 lines of known length coupled with a conventional light
microscope (Olympus BXS51; Olympus Latin America, Inc., Sdo
Paulo, SP, Brazil). Sections were examined at 200x magnification,
and fractions of the lung occupied by hyperinflated structures (alveolar
ducts, alveolar sacs or alveoli wider than 120 pm), collapsed alveoli
(alveoli with rough or plicate walls) and normal pulmonary areas
(those without overdistended or plicate walls) were determined by the
point-counting technique [20]. The number of alveolar intercepts was
counted and divided by the total length of straight lines. This analysis
was performed in 10 random, non-overlapping fields in each lung.
Points falling on normal or collapsed alveoli were expressed as
percentage of total points of the grid [20].

Statistical analysis. Data were analysed using Graphpad Software Inc
(La Jolla, CA, USA) program version 6.0 and were expressed as the
mean + S.E.M. The data of different doses of LPS on lung mechanics
were analysed by a one-way analysis of variance (anova), followed by
Tukey's post hoc test. The effects of pre-treatment (vehicle or
capsazepine) and treatment (saline or LPS) were assessed using two-
way aNova followed by Tukey’s post hoc test. A p-value less than (.05
(p < 0.05) was used to establish significance.

Results

Figure 1 shows the time course of the lung mechanic effects
in the animals that received LPS (0.2, 1.0 and 5.0 mg/kg).
Different doses were analysed in each time-point singly and
only the 5.0 mg/kg dose of LPS administered 24 hr prior to
the lung mechanics evaluation induced an increase in respira-
tory system resistance (F34, = 2.86; p < 0.01; fig. 1A), respi-
ratory system elastance (Fs4, = 5.23; p <0.001; fig. 1B),
tissue damping (F5,4, =4.93; p <0.01; fig. 1C) and tissue
elastance (F5,4; = 5.36; p < 0.01; fig. 1D) and a decrease in
airway resistance (Fs 4, = 3.01; p < 0.05; fig. 1E). These lung
mechanics parameters did not change in the animals treated
with saline during the 24-hr evaluation.

Pre-treatment with capsazepine prevented the increase in
respiratory ~ system  resistance  (pre-treatment  factor:
Fi3; =415 p<0.05 treatment factor: Fj3;=3123,
p < 0.001; interaction: F,3; = 5.08, p <0.05; fig. 2A) and
blocked the tissue damping induced by LPS (pre-treatment
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Fig. 1. Time course of the effects of the saline or lipopolysaccharide (LPS; 0.2, 1.0 or 5.0 mg/kg, intraperitoneally) treatment on lung mechanics
in the mice (n = 10-12 per group/time-point): (A) respiratory system resistance (Rrs), (B) respiratory system elastance (Ers), (C) tissue damping
(Gtis), (D) tissue elastance (Htis) and (E) airway resistance (Raw). Each point represents the mean and S.E.M. The symbols denote the significance

levels: *p < 0.05 and **p < 0.01 compared with the control (saline) group.

factor: F, 37 = 3.50, p = 0.06; treatment factor: F|3; = 48.6,
p < 0.001; interaction: Fy 3; = 5.39, p < 0.05; fig. 2C). How-
ever, capsazepine did not change the lung mechanics parame-
ters related to respiratory system elastance (pre-treatment
factor: F) 37 =0.11, p=0.73; treatment factor: F)3; = 33.2,
p < 0.001; interaction: F, 3; = 0.03, p = 0.84; fig. 2B), tissue
elastance (pre-treatment factor: F 3; = 0.86, p = 0.35; treat-
ment factor: F 37 = 48.6, p < 0.001; interaction: F' 37 = 0.33,
p =0.56; fig. 2D) or airway resistance (pre-treatment factor:
Fi37 =035 p=0.55 teatment factorr F|37=17.6,
p < 0.001; interaction: F)3; = 0.02, p = 0.88; fig. 2E) in the
animals treated with saline or LPS.

The animals treated with LPS had a decreased percentage
normal alveoli area (fig. 3) and a consequent increase in the
collapsed alveoli area (fig. 3) compared with the control ani-
mals. Administration of the TRPV1 inhibitor to the endotoxic
mice prevented the effect of LPS on morphology in both the
normal (pre-treatment factor: F 3, = 12.5, p < 0.01; treatment
factor: F,3, =423, p <0.001; interaction: F3, =234,
p < 0.001; fig. 3) and the collapsed areas (pre-treatment fac-
tor: Fi32 =124, p <0.01; teatment factor: F\3; =430,
p <0001, interaction: Fj32=23.2, p<0.001; fig.3).

However, pre-treatment did not change this parameter in the
control mice. Figure 4 shows representative photomicrographs
of the lung parenchyma in the four groups.

Discussion

The goal of this study was to characterize the functional role
of TRPV1 in lung mechanics during systemic inflammation
induced by LPS. The respiratory resistance, respiratory elas-
tance, tissue damping and tissue elastance of the LPS-treated
mice were significantly increased compared with the control
mice, suggesting that parenchymal mechanical dysfunction
plays an important role in the pathophysiology of experimental
ALIL Although capsazepine acts as a competitive antagonist of
capsaicin [21] and also presents activity in acetylcholine
receptors [22] and voltage-gated calcium channels [23], it has
been used as a standard competitive antagonist of TRPV1
receptor in pharmacological studies with in vitro and in vivo
approaches [24-26]. We provide evidence that pre-treatment
with capsazepine reverses the increase in respiratory system
resistance, attenuates the increase in tissue damping
and decreases the collapsed area of the lung parenchyma in
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Fig. 2. Effects of pre-treatment with vehicle (10 ml/kg, subcutaneous; s.c.) or capsazepine (15 mg/kg, s.c.) on the lung mechanics of the mice trea-
ted with saline (10 ml/kg, i.p.) or lipopolysaccharide (LPS; 5.0 mg/kg, i.p.): (A) respiratory system resistance (Rrs), (B) respiratory system elas-
tance (Ers), (C) tissue damping (Gtis), (D) tissue elastance (Htis) and (E) airway resistance (Raw). Each bars represents the mean and S.EM. of
n = 10 animals per group. The symbols denote the significance levels: *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with the control group

(vehicle + saline); #p < 0.05 compared with the vehicle + LPS group.
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Fig. 3. Percentage of normal and collapsed alveoli in the mice pre-
treated with vehicle (10 ml/kg, s.c.) or capsazepine (15 mg/kg, s.c.)
and were then treated with saline (10 ml/kg, i.p.) or lipopolysaccharide
(LPS; 5.0 mg/kg, i.p.). The data are presented as the mean + SEM.
of 10 mice per group measured 24 hr after the saline or LPS wreat-
ment. The symbols denote the significance levels: ***p < 0.001 com-
pared with the control group (vehicle + saline); ###p < 0.001
compared with the vehicle + LPS group.

LPS-induced ALL This suggests that the TRPV1 antagonist
has a protective effect in ALI during endotoxemia.

Sepsis from gram-negative infections is caused by an exag-
gerated host response to the infection [3] and is the most

relevant and lethal cause of ALI/ARDS [1,3]. During sepsis,
systemic inflammatory response syndrome (SIRS) is an aggra-
vating factor that leads to a systemic release of cytokines and
other inflammatory mediators that causes organ dysfunction
and failure [1,27]. A model of LPS-induced ALI has been
used to mimic the morphological and functional changes
observed in clinical situations resulting from circulating LPS
[18]. LPS administration triggers a network of inflammatory
responses mediated by a number of immune cells [28]. LPS
promotes the activation of mononuclear phagocytes and also
facilitates the migration and infiltration of polymorphonuclear
cells into pulmonary spaces [29].

Previous reports have shown that exposure to LPS induces
increased lung elastance and viscoelastic properties of lung tis-
sue, suggesting a greater pressure dissipation to overcome pul-
monary viscoelastic and/or inhomogeneous components [28].
Similar to this study, previous studies have not shown
increased transpulmonary pressure, which indicates that LPS
exposure does not cause airway constriction or changes in
central airway responsiveness. However, an increase in col-
lapsed alveolar areas with higher doses of LPS was cormrelated
with increased viscoelastic parameters, which indicates that tis-
sue and/or small airway involvement is responsible for
increased pulmonary resistance after LPS exposure [20]. In
our study, pre-treatment with the TRPV1 antagonist decreased
the LPS-induced collapsed lung parenchyma area and reversed
and/or decreased the increases in respiratory system resistance
and tissue damping.
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Fig. 4. Representative photomicrographs of the lung parenchyma: (A) vehicle + saline; (B) vehicle + LPS; (C) capsazepine + saline; and (D) cap-
sazepine + LPS. The mice were pre-treated with vehicle (10 ml/kg; s.c.) or capsazepine (15 mg/kg; s.c.) 30 min. before receiving saline (10 ml/kg;
i.p.) or lipopolysaccharide (5.0 mg/kg; i.p.). Photographs were taken at an original magnification of x200 from the slides stained with haema-
toxylin and eosin. The black arrow represents a normal alveoli and the white arrow a collapsed alveoli.

During ALIL the pulmonary endothelial cell barrier is dis-
rupted, which leads to extravascular fluid accumulation within
the lung interstiium. Ultimately, this fluid accumulation
occurs because increased capillary permeability leads to alveo-
lar fluid filling and consequent surfactant inactivation, which
decreases pulmonary compliance and impairs gas exchange
[30-32]. However, stimuli, such as 14,15-epoxyeicosatrienoic
acid [33], increase capillary permeability without increasing
permeability in extra-alveolar segments. Such endothelial bar-
rier disruption is often dependent upon Ca* entering from the
extracellular space [34]. The extra-alveolar vessel endothelium
is targeted, and the septal microvasculature appears to be
spared [35]. Although endothelial cells derived from the extra-
alveolar pulmonary arteries and septal microvessels are pheno-
typically distinct, both could potentially be targeted in ALI
[4,35].

The decrease in compliance is attributed to the presence of
perivascular cuffs that increase tissue resistance without
increasing airway resistance [36, 37]. Perivascular cuffs may
impact the mechanical coupling efficiency between the bron-
chovascular bundle and parenchyma. Under normal circum-
stances, a mechanical interdependence of lung regions
maintains open airways and alveoli. However, the presence of
perivascular cuffs may interrupt this interdependence and
cause alveolar collapse and/or increased tissue heterogeneity,
which leads to increased tissue resistance [36,37].

In fact, research has demonstrated a protective role for
TRPVI1 channel activity in experimental models of sepsis
[2,13,16]. Although specific neuropeptides involved in this

protective role of TRPV1 during sepsis remain to be identi-
fied, there is increasing evidence that neuropeptides are syn-
thesized in non-neural sources, for example mononuclear cells
and lymphocytes [2,4]. They can be released in a TRPVI-
independent manner, especially under inflammatory condi-
tions. Pro-inflammatory neuropeptides, such as substance P,
neurokinin A and calcitonin gene-related peptide, are localized
in capsaicin-sensitive unmyelinated and thinly myelinated sen-
sory fibres in the airways of several species [38]. The release
of these neuropeptides from nerve terminals and their partici-
pation in enhancing both vascular and cellular phases of sev-
eral inflammatory reactions are well-established [4, 28, 38].
However, the involvement of TRPVI in inflammatory
responses in lung tissue is still contradictory. In a model of
LPS-induced acute lung inflammation, pre-treatment with a
TRPV1 agonist inhibited both neutrophil infiltration and the
increase in TNF-a and CINC-1 in the lung [39]. In contrast,
endotoxin-induced inflammation and bronchial hyper-respon-
siveness were enhanced in TRPVI1-deficient mice [12].
Although there are relevant studies on the involvement of
TRPV1 in inflammatory processes in the lung, studies on the
role of receptors in respiratory physiology during systemic
inflammation processes are lacking. This study provides evi-
dence that TRPV1 blocking modulates an increase in respira-
tory system resistance and in the collapsed area of the lung
parenchyma during endotoxemia. Collectively, these results
demonstrate a role for TRPV1 in endotoxin-induced lung
injury. TRPV1 inhibition may be a target for enhanced thera-
peutic efficacy in ALL
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