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RESUMO

O maropitant € um antagonista do receptor NK-1 e um antiemético amplamente
utilizado em cédes e gatos. Diversas evidéncias sugerem que 0 maropitant possui
efeitos anti-inflamatoérios e ansioliticos. Os astrocitos possuem receptores NK-1 e se
caracterizam pela presenga de prolongamentos dotados de filamentos
intermediarios, cujo componente principal € a proteina glial fibrilar acida (GFAP),
principal marcador para este tipo celular. O objetivo do presente estudo foi o de
analisar se o maropitant tem o potencial de alterar a expressao astrocitaria de GFAP
e 0 comportamento de ratos expostos ao modelo de comportamento doentio
induzido pelo LPS. Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, divididos nos seguintes
grupos: SAL - solucéo salina 0,9% (IP), MAR - maropitant (20mg/kg, IP), LPS-LPS
(100 pg/kg, IP) e LPS+MAR - LPS + maropitant. Os animais foram submetidos aos
testes comportamentais de campo aberto para avaliagdo da atividade motora e
exploratéria, sendo analisados os parametros frequéncia locomotora, autolimpeza,
frequéncia de levantar e contagem de bolos fecais. Os animais também foram
submetidos ao teste claro/escuro, que avalia principalmente a ansiedade, sendo
considerados os parametros tempo de permanéncia nos compartimentos claro e
escuro, frequéncia de levantar e frequéncia locomotora. Foi realizada ainda a coleta
dos encéfalos para analise imuno-histoquimica da expressao astrocitaria de GFAP.
Nossos resultados demonstram que o0 maropitant foi capaz de agir no
comportamento tipo ansioso nos testes de campo aberto e claro/escuro, porém nao
suprimiu 0 comportamento doentio no grupo tratado com LPS. A expressdo de
GFAP diminuiu no grupo LPS+MAR em relacdo ao grupo LPS. Pode-se concluir que
o maropitant foi capaz de amenizar a astrogliose induzida pelo LPS e promoveu
reducdo da defecacdo, porém nao de alterar o comportamento doentio causado pelo
LPS.

Palavras-chave: Astrdcitos. LPS. Maropitant. Substancia P. Antagonista do receptor
NK-1.



ABSTRACT

Maropitant is an NK-1 receptor antagonist and an anti-emetic widely used in dogs
and cats. Several evidences suggest that maropitant has anti-inflammatory and
anxiolytic effects. Astrocytes are the most numerous glial cells present in the CNS,
have NK-1 receptors and are characterized by the presence of extensions filled with
intermediate filaments whose main component is the glial fibrillary acidic protein
(GFAP), which serves as the main marker for this cellular type. Considering this, the
objective of this study was to demonstrate if maropitant had the potential of altering
the astrocytic expression of GFAP and the behavior of rats exposed to LPS model.
Forty male Wistar rats were divided into the following groups: SAL - saline solution
0.9% (IP), MAR - maropitant (20mg / kg, IP), LPS (100 ug / kg, IP) and LPS+MAR.
The animals were submitted to the behavioral tests of the open field, which evaluated
mainly motor and exploratory activity, and the following parameters were evaluated:
locomotor frequency, grooming, rearing and defecation. The animals were also
submitted to the light-dark test, which evaluated mainly the anxiety behavior,
evaluating the parameters: time spent in the light and dark compartments, rearing
and locomotor frequency. Brain samples were collected for the immunohistochemical
analysis of the astrocytic expression of GFAP. Our results demonstrate that
maropitant was able to act on anxious behavior in the open field and light/dark tests,
but did not suppress the sickness behavior in the group treated with LPS. GFAP
expression decreased in the LPS+MAR group in relation to the LPS group. It can be
concluded that the maropitant was able to attenuate the astrogliosis induced by LPS
and promoted reduction of defecation, although it did not affect the sickness behavior
caused by LPS.

Keywords: Astrocytes. LPS. Maropitant. NK-1 receptor antagonist. Substance P.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema nervoso central

O sistema nervoso central (SNC) é composto, principalmente de neurdnios e
células gliais, como os astrécitos, os oligodendrdcitos, a micréglia e as células
ependimarias. Os neurdnios sao responsaveis pela transmissédo da informacao por
meio da diferenca de potencial elétrico na sua membrana, enquanto as demais
células desempenham diversas funcées no SNC (McGAVIN, 2013).

Além das proteinas necessarias para manter a sua estrutura e o seu
metabolismo, o neurdnio produz neurotransmissores. Quase todas as sinapses
utilizadas para a transmisséo de sinais no SNC sado quimicas. Nessas estruturas, o
primeiro neurdnio secreta por seu terminal a substancia quimica chamada
neurotransmissor, que, por sua vez, vai atuar em proteinas receptoras presentes na
membrana do neurdnio subsequente para promover excitacdo, inibicdo ou ainda
modificar de outro modo a sensibilidade dessa célula (McGAVIN, 2013).

Os neurotransmissores atuam como mediadores quimicos na comunicagao
intercelular por meio da ativagcdo de receptores especificos e mensageiros
secundarios nas células pos-sinapticas (SAMANO et al., 2012).

Os neurotransmissores podem ser aminas, como adrenalina (ou epinefrina),
noradrenalina (ou norepinefrina), dopamina e serotonina (ou 5- hidroxitriptamina);
aminoacidos, como glutamato, aspartato, acido y-aminobutirico (GABA) e glicina;
peptideos, como encefalina, p-endorfina, neuropeptideo Y, dinorfina, substancia P
(SP) e neurotensina; purinas, como o ATP; gases, como Oxido nitrico (NO) e,
possivelmente, monodxido de carbono (CO) (KANDEL et al., 2003).

Conforme o tipo de neurotransmissor liberado, diferentes respostas ocorrem
na célula-alvo e, apds exercer sua funcdo, o neurotransmissor € recapturado ou
degradado por enzimas. Ao envolverem as sinapses, 0s astrécitos adquirem uma
posicdo espacial Unica para regular a transmissdo sinaptica e as respostas
neuronais (SONG; ZHAO, 2001).

1.2 Astrocitos

A barreira hematoencefalica (BHE) é uma barreira capilar especifica

indispensavel para evitar a entrada de substancias toxicas no SNC. Ao contrario dos
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vasos de orgaos periféricos, a BHE limita o acesso de células inflamatorias e
mediadores quimicos ao microambiente neural, sob condi¢cdes fisioldgicas e
patolégicas (TAKESHITA; RANSOHOFF, 2012).

Os astrécitos sdo componentes importantes da BHE. Os prolongamentos
astrocitarios embainham 99% dos microvasos do SNC, sendo os processos finais
desses pés separados apenas por uma fina membrana basal (HAWKINS; DAVIS,
2005). Os astrécitos regulam varios aspectos da fisiologia da BHE e influenciam
determinadas caracteristicas, como a permeabilidade, levando a formacdo de
junc@es oclusivas entre as células endoteliais (ALVAREZ et al., 2011).

Os astrocitos tém um papel fundamental na sustentacao estrutural do SNC,
orientam 0s neurdnios que estdo migrando no feto até sua posicao final, mantém
uma intima relacdo funcional com os neurénios nos adultos, sendo importantes no
metabolismo neuronal. S8o células essenciais para a regulacdo do transporte de
substancias ao SNC, devido a seu papel na inducdo da BHE. Ao nivel bioquimico,
essas células estdo envolvidas na regulacdo de concentracdo dos
neurotransmissores, na detoxificacdo da amobnia e outras substancias e na
regulacdo da concentracdo dos ions de potassio. Além disso, ap6s uma agressao,
0S processos astrocitarios, que contém numerosos filamentos gliais, hipertrofiam,
formando a cicatriz glial (JONES et al., 2000).

Os astrdcitos expressam numerosos receptores que lhes permitem responder
a todos os compostos neuroativos conhecidos, incluindo neurotransmissores,
neuropeptideos, fatores de crescimento, citocinas, pequenas moléculas e toxinas.
Apés lesdo, os astrécitos ativados pelas citocinas promovem a reformulacdo de
barreiras essenciais e restabelecimento da homeostasia i6bnica do SNC (LIBERTO et
al., 2004).

Varias destas funcdes dos astrécitos sdo reguladas por neuropeptideos,
incluindo as taquicininas, que ativam os astrécitos por estimularem varias vias de
transducdo de sinal distintas: turnover de fosfatidilinositol, aumento nos niveis
citoplasmaticos de Ca'”, translocacéo da proteina quinase C (PKC), estimulagdo do
metabolismo de acido aracdbnico. Em resposta a substancia P (SP), os astrdcitos se
tornam reativos e € induzida a mitogénese e a producdo de varios mediadores
sollveis, como citocinas, prostaglandinas e derivados da tromboxana (PALMA;
MAGGI, 2000).
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Diversos neuropeptideos ou neurotransmissores podem regular as fungdes de
astrocitos (MITROVIC et al.,, 1994). A SP, em particular, tem uma participacdo
importante nestas funcfes (OTSUKA; YOSHIOKA, 1993). Os astrocitos expressam
receptor NK1 funcional e a SP se liga a tais receptores, disparando a ativacdo de
fosfolipase C, seguida de vérias respostas funcionais, entre elas, a liberacdo de
citocinas (PALMA; MANZINI, 1998).

Apesar de sua pronunciada heterogenicidade morfologica e bioquimica, os
astrocitos caracterizam-se pela presenca de prolongamentos dotados de filamentos
intermediarios (fibrilas gliais), cujo componente principal é a proteina glial fibrilar
acida (GFAP — glial fibrillary acidic protein), servindo como meio de identificacdo
deste tipo celular (MONTEGOMERY, 1994).

A GFAP é a principal proteina de filamento intermediario entre astrocitos
maduros e a regulacdo de sua expressdo € uma das principais caracteristicas da
ativacdo de astrécitos observados ap6s a lesdo do SNC. A exata funcdo do GFAP
permanece desconhecida, a despeito do enorme numero de estudos usando esse
biomarcador astrocitario (MIDDELDORP; HOL, 2011). Moduladores da expresséo de
GFAP incluem varios hormoénios como T3 e T4, glicocorticoides e inumeros fatores
de crescimento como fator de crescimento do fibroblasto (FGF), fator neurotrofico
ciliar (CNTF) e fator transformante de crescimento  (TGF-), dentre muitos outros
(GOMES et al., 1999).

1.3 Substancia P

A SP, uma taquicinina pertencente ao grupo das neuroquininas, € um
peptideo amplamente distribuido no SNC e periférico (MANTYH, 2002). A SP é
secretada por neurbnios e células inflamatorias, tais como macréfagos, eosindfilos,
linfécitos e células dendriticas, e atua por ligacdo ao receptor da neuroquinina-1 (NK
-1R). Os efeitos fisiologicos das NKs sdo mediados por trés tipos de receptores, NK-
1r, NK-2r e NK-3r (PENNEFATHER et al., 2004). As NKs endbégenas podem interagir
com os trés tipos de receptores, com diferentes graus de afinidade (MAGGI et al.,
1993).

A SP é sintetizada nos ribossomas como uma proteina maior e depois
convertida enzimaticamente no undecapeptideo ativo. O peptideo é amplamente

distribuido no SNC e SNP de vertebrados. No SNC, a SP participa em varias
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respostas comportamentais e na regulacdo da sobrevivéncia neuronal. A SP
também regula as func¢des cardiovascular e respiratéria e esta envolvida na ativagédo
do reflexo emético. Na medula espinhal, a SP participa na neurotransmissao da dor
a estimulos nocivos e modula reflexos autonémos, incluindo o reflexo de mic¢do. No
SNP, a SP é localizada nos neurdnios sensoriais primarios e nos neurbnios
intrinsecos dos sistemas digestério, respiratorio e genitourinario (MAGGI, 2000).

Todos os sinais classicos da inflamacdo (calor, rubor, tumor, dor e
consequente perda da funcédo) podem ser afetados pela SP. Mais tarde, tornou-se
evidente que muitos outros neuropeptidios, incluindo demais taquicininas, peptideo
intestinal vasoativo, somatostatina, neuropeptideo Y ou bradicininas, também
efetuam varias funcdes na inflamacédo (OTTEN, 1980).

A SP afeta a inflamacédo de forma direta e indireta. Diretamente, a SP afeta a
contracdo do musculo liso, a permeabilidade endotelial e o trdfego de neutrofilos e
macréfagos. Além disso, a SP afeta células do sistema imune por meio da ativacao
de mastdécitos, mondcitos ou linfécitos para liberar os seus mediadores, tais como
histamina, IL-1, IL-2 e imunoglobulinas. Indiretamente, estes mediadores sao
liberados a partir de células inflamatorias e, por sua vez, ativam as células
circundantes para propagar ainda mais o processo inflamatério (STANISZ, 2001).

Além disso, os niveis aumentados de SP foram associados com o aumento
da permeabilidade da BHE, a ativacdo da microglia e dos astrdcitos, o aumento da
perda de neurbnios dopaminérgicos e déficits motores. Além disso, a secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias pode contribuir para o desenvolvimento de processos
inflamatorios e de lesdes. Foi observado que os efeitos dos astrocitos nos neurbnios
dopaminérgicos ndo sao claros, pois tanto animais tratados com SP, como tratados
com antagonistas de NK-1r, apresentaram uma redu¢do no namero destas células
em comparacao com o grupo controle. No entanto, devido a capacidade da SP de
induzir a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias a partir de astrécitos, foi sugerido
gue a reducdo nos astrocitos reativos por antagonistas de NK-1r foi benéfica e
contribuiu para a preservagdo de neurbnios dopaminérgicos (THORNTON; VINK,
2012).

Do mesmo modo, a percepcdo da dor associada a inflamacéo é, em muitos
sistemas, mediada pela SP. Portanto, a SP tem sido identificada como um
neuropeptideo pro-inflamatério. Aumentos dos niveis de SP foram encontrados em

muitas doencas inflamatérias tais como asma, doenca inflamatéria do intestino,
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artrite, nefrite, infeccbes parasitarias e varias desordens da pele (O'CONNOR et al.,
2004).

1.4 Maropitant

O maropitant € um antagonista do receptor NK-1, expresso em neurbnios
dorsais da medula espinhal e que se liga a substancia P. O maropitant € um anti-
emeético amplamente utilizado em caes e gatos, por ser comprovadamente eficaz e
seguro na prevencéo da émese (CONDER, 2008).

No SNC, a expressédo dos receptores NK-1 é elevada no nudcleo caudado,
putamen, hipocampo, hipotalamo, cértex cerebral, nacleo da rafe e outras regides.
Na periferia, sdo encontrados principalmente em ganglios da raiz dorsal e nos
neurdnios intrinsecos do intestino (HARRISON; GEPPETTI, 2001). Células
inflamatdrias, como macréfagos, linfécitos, neutréfilos e mastdcitos, também
expressam receptores NK-1 funcionais (HO et al., 1997; COOKE et al., 1998; LAI et
al., 1998).

Devido a sua ampla distribuicdo, o receptor NK-1 encontra-se envolvido em
diversas enfermidades como na doenca de Parkinson e na coreia de Huntington,
bem como no abuso de drogas como a metanfetamina (YU et al., 2002) e na
obesidade (KARAGIANNIDES et al., 2008). Mais especificamente, existem varias
evidéncias que suportam seu envolvimento em diversas doencas com fundo
inflamatério, com indicios de que antagonistas de NK-1r podem ser potenciais
agentes terapéuticos em caso de edema cerebral traumatico (DONKIN; VINK, 2010),
asma (VAN RENSEN et al., 2002), artrite (KRAUSE et al., 1995), dor (LONGMORE
et al.,, 1997), inflamacdo neurogénica (HARRISON; GEPPETTI, 2001) e doenca
periodontal (LEE et al., 2007). Biologicamente, as taquicininas sao encontradas em
concentracfes extremamente baixas, porém, em tecidos inflamados, a SP encontra-
se elevada, pois é liberada frente a diversos mediadores inflamatorios, como
citocinas, radicais livres, metabdlitos do acido araquidbénico e, consequentemente,
parece contribuir para a amplificacédo da resposta inflamatoria (HOLZER; HOLZER-
PETSCHE, 1997). Diversos antagonistas de receptores NK-1, tanto de natureza
peptidica, quanto ndo peptidica, foram desenvolvidos e ainda estdo em

desenvolvimento (ensaios clinicos). Alguns como o fosaprepitant e o aprepitant
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(respectivamente, Emend® e Emecort®) ja sdo comercializados, com indicacdo para
terapia antiemética em pacientes oncoldgicos.

Existem poucos estudos demonstrando a participacdo da SP na resposta
febril. Balasko et al. (2000) observaram que a administracdo central de SP causa um
aumento no indice metabdlico, uma diminuicdo na perda de calor e,
consequentemente, uma elevacgéo regulada da temperatura corporal. Estes autores
evidenciaram que a administracdo central de antagonistas de SP reduz a resposta
febril induzida por lipopolissacarideo (LPS). Esses dados mostram que este
neuropeptideo apresenta efeitos termorregulatorios e que pode, assim, modular a
resposta febril a nivel central. Esta taquicinina tem a capacidade de alterar a
atividade de neurbnios insensiveis e sensiveis a temperatura presentes na area pre-
optica do hipotdlamo. O uso do antagonista bloqueia as respostas excitatorias
desencadeadas pela SP em alguns neurbnios de ratos (SHIBATA et al., 1988).
Sabe-se também que os receptores NK-1 medeiam o controle de neurbnios do
ndcleo paraventricular e do hipotdlamo dorsomedial, duas areas essenciais no
controle da temperatura corporal (WOMACK; BARRETT-JOLLEY, 2007; WOMACK
et al., 2007), ratificando que as acdes desta taquicinina podem ser via receptor NK-
1.

O maropitant demonstrou estar envolvido na dor. Vias da dor visceral chegam
em areas do cérebro envolvidas na percepc¢ao da dor. Algumas dessas vias, como 0
ganglio da raiz dorsal, o corno dorsal da medula espinhal, as projec6es ascendentes
da medula espinhal e as estruturas cerebrais consideradas importantes para a
nocicepcao e processamento da dor, contém receptores NK-1 e SP (MORRIS et al.,
2004).

Em um estudo no qual foi realizado ovario-salpingo-histerectomia (OSH) em
cadelas e administrado como pré-anestésico maropitant ou morfina, foi demonstrado
que o maropitant pode minimizar os batimentos cardiacos e a pressao arterial
sistélica em resposta a estimulacdo cirargica, enquanto manteve os requisitos da
anestesia com isoflurano ligeiramente mais baixos, quando comparados com céaes
gue receberam a morfina como pré-anestésico. A qualidade inicial de recuperacao
também parece ser melhor e 0os cdes sdo mais propensos a comer dentro do
periodo de recuperacdo apos 3 horas, quando o maropitant € usado como um pre-
anestésico. Ndo foram observadas diferengas significantes nos parametros cardio-

respiratorios ou requisitos anestésicos entre maropitant e morfina (MARQUEZ et al.,
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2015), o que demonstra que o maropitant pode ter o mesmo efeito analgésico dos
opioides. O maropitant também diminuiu os requisitos anestésicos durante a
estimulacao visceral do ovario e seus ligamentos em cées. Os resultados sugerem o
papel potencial dos antagonistas do receptor NK-1 em regular a dor visceral
(BOSCAN et al., 2011).

Mikawa et al. (2015) observaram que o maropitant induziu disturbio da
motilidade no ileo e no célon ex vivo e in vivo em ratos e ndo mostrou agdo anti-
inflamatoria significante avaliada no pds-operatério de ratos submetidos a cirurgia
abdominal. Porém, devemos ressaltar que este estudo investigou apenas o nivel de
inflamag&o nas camadas musculares intestinais e ainda nao existem estudos sobre
os efeitos anti-inflamatérios do maropitant em outras areas, como, por exemplo, no

tecido nervoso.

1.5 Comportamento doentio

O comportamento doentio, por definicdo, envolve alteragcdes comportamentais
que podem incluir anorexia, diminuicdo da atividade exploratéria ambiental e social,
além da diminuicdo da atividade sexual, além de quadros de anedonia e de
diminuicdo da memoéria (HART, 1988; KINOSHITA, 2007). O comportamento de
animais injetados com LPS, seja perifericamente ou centralmente, tem sido
estudado por diversos autores (KENT et al., 1992; DANTZER, 2001). De modo geral,
esses animais apresentam uma atividade locomotora diminuida, reducdo na
exploracdo do ambiente fisico e social, redu¢cdo da ingestdo de dgua e comida, além
de um prejuizo no aprendizado e na memoria (DANTZER, 2001).

O comportamento de estar doente ndo seria um mal adaptativo ou mesmo um
efeito indesejavel da doenca, mas uma estratégia comportamental visando a
sobrevivéncia durante momentos criticos da vida do animal, ou seja, uma tentativa
de vencer o estado patolégico desencadeado (HART, 1988; DANTZER, 2001;
KINOSHITA, 2007).

A alteracdo dos parametros comportamentais considerados normais para
comportamentos tipicos do estado doentio € fundamental para que o0 organismo
possa debelar um agente infeccioso, visando a eliminacdo dos patdgenos. Estudos
indicam, assim, que o comportamento doentio esta relacionado com uma estratégia

motivacional para que o organismo lide com a doenga (KINOSHITA, 2007).
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A diminuicdo da atividade exploratéria/locomotora é outra caracteristica
marcante do comportamento doentio (DELLAGIOIA; HANNESTAD, 2010). Em
roedores, a administracdo de LPS promove a diminuicdo da exploracdo em
ambientes novos, além da diminuicdo do comportamento social (LARSON; DUNN,
2001).

1.6 Ansiedade

Numerosas pesquisas no campo da ansiedade tém mostrado que as raizes
biologicas da ansiedade encontram-se nas reacfes de defesa que os animais
exibem em resposta a diferentes estimulos em situacdes de perigo (SANDFORD et
al., 2000). A ansiedade é descrita como um estado emocional de grande valor
adaptativo que € experienciado de maneira subjetiva como sendo desagradavel,
tendo como caracteristicas o medo, a apreenséo, o temor e sentimentos correlatos.
Sua expressao envolve alteracbes comportamentais, psicofisiolégicas e cognitivas.
Ao contrario do medo, que se manifesta em situacfes em que 0 perigo € iminente, a
ansiedade se manifesta em situacdes nas quais o perigo é apenas potencial e
incerto (GRAEFF, 1994).

Atualmente, existem varias evidéncias de que o0s neuropeptideos
desempenham um papel importante na modulacdo do estado de ansiedade
(RUPNIAK et al., 2000; GAVIOLI et al., 2002). A SP, assim como outras
neurocininas, esta distribuida por varias regiées do SNC envolvidas na modulacao
da ansiedade (GRAEFF, 1994).

Estudos prévios mostraram que a ansiedade experimental pode ser modulada
pela manipulacdo de mecanismos centrais que envolvem o0s receptores
neurocinérgicos NK-1, NK-2 e NK-3. Dados da literatura mostram uma acao
ansiolitica da SP, que, quando administrada centralmente, produziu uma diminuicao
dos niveis plasmaticos de ACTH. Por sua vez, a inje¢cdo de um antagonista NK-1r
aumentou os niveis plasmaticos de ACTH e de corticosterona (LARSEN et al.,
1993). Por outro lado, evidéncias diretas e indiretas sustentam o papel ansiogénico
da SP e uma ac¢éao ansiolitica de seus antagonistas (SANTARELLI et al., 2001).

A administragéo intraperitoneal do antagonista do receptor NK-1 CP 96345
em camundongos promoveu um aumento tanto na laténcia para a entrada dos

animais no compartimento escuro da caixa claro-escuro como no tempo dispendido
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no compartimento claro, sugerindo uma ac¢do do tipo ansiolitica (ZERNIG et al.,
1993).

Fehder et al. (1997) propuseram que a SP serviria como um mediador das
reacoes imunoldgicas produzidas pelo estresse. Na verdade, varias regides
cerebrais implicadas em reacdes de defesa e ansiedade, como o hipotalamo, a
amigdala, o hipocampo e a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) (SHAIKH;
SIEGEL, 1994), expressam densidades significantes de receptores para NKs, além
de fibras nervosas e corpos celulares imunorreativos a SP.

Estudos confirmam ainda que o efeito ansiogénico da SP é mediado por
receptores NK-1, que estdo localizados em vérias areas cerebrais e, especialmente,
no nucleo paraventricular do hipotalamo, onde pode haver uma interacdo com o fator
hipotalamico de liberacdo da corticotrofina (CRH) e uma regulacao direta do eixo
Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) pela SP, que, por sua vez, poderia ser
responsavel pela acao lipolitica desta neurocinina (MELLO et al., 2007).

1.7 LPS

O lipolissacarideo (LPS) é uma endotoxina originaria da parede celular de
bactérias Gram-negativas. A presenca do LPS é necesséria para a funcédo de muitas
proteinas da membrana externa das bactérias (BROOKS et al., 2000). Porém, o LPS
pode ser extremamente téxico para animais. Administracbes em doses menores que
1 nM ja sdo capazes de ativar o sistema imune do animal (ADEREM; ULEVITCH,
2000).

Uma vez que o LPS entra em contato com o organismo animal, seja a partir
de uma bactéria Gram-negativa, como a Escherichia coli, ou pela administracao
direta da substancia, inicia-se uma série de respostas no organismo infectado. Esta
endotoxina pode atuar em macrofagos, monécitos, neutréfilos, plaquetas e células
endoteliais (FENTON; GOLENBOCK, 1998).

Foi verificada a presenca de citocinas pro-inflamatdrias no SNC de animais
administrados perifericamente com o LPS, levantando a hipotese de que o0 mesmo
poderia atuar no SNC. Em relagdo a funcionalidade da producéo central de citocinas
desencadeada pelo LPS, as hipoteses principais sugerem gue esse processo possa
modular a excitabilidade neuronal e processos de neurodegeneracdo e/ou
neuroprotecao (RIVEST, 2003).
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As citocinas se mostraram mediadores cruciais entre o sistema imune e o
SNC (QUAN; HERKENHAM, 2002) sendo também responsaveis pelas alteracdes
comportamentais encontradas como anorexia, diminuicdo da exploracdo ambiental e
social, diminuicdo da atividade locomotora, diminuicdo da memoria, diminuicdo do
comportamento sexual, dentre outras alteracbes caracteristicas do processo
inflamatoério (KINOSHITA, 2007).

Dentro da area médica e veterinaria, o LPS é muito utilizado nas mais
diferentes linhas de pesquisa, pelo seu efeito de estimulo do sistema imunoldgico. E
muito empregado em animais de laboratorio, como roedores, por exemplo.
Comercialmente e para estudos toxicologicos, neuroimunoldgicos, dentre outros,
uma das principais fontes do LPS € a bactéria Gram-negativa Escherichia coli, por

meio de um processo de extracao fendlica (MIMS, 1999).
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2 OBJETIVOS

e Estudar se a administragéo de LPS ou de maropitant, isoladamente, tem
capacidade de alterar a atividade motora e exploratoria, avaliadas pelo
teste de campo aberto, e 0 comportamento tipo ansioso pelo teste
claro/escuro.

e Verificar se o maropitant tem capacidade de alterar a atividade motora e
exploratdria, bem como o comportamento tipo ansioso, em ratos expostos
ao LPS.

e Estudar os efeitos isolados do maropitant e do LPS na expressao
astrocitaria da GFAP e se o maropitant tem o potencial de alterar essa

expressao em ratos expostos ao LPS.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 Animais

Para o presente estudo, foram utilizados 40 ratos Wistar adultos, machos,
divididos em 4 grupos de 10 animais cada e mantidos em uma unidade livre de
patdogenos, com ciclo invertido 12/12, de claro/escuro, umidade padrdo e
temperatura de 22 a 23° C. Receberam agua e racéo peletizada ad libitum. Cinco
animais foram alojados por caixa de 50x30x16cm, trocada trés vezes por semana
(foram mantidos no biotério uma semana antes do inicio dos estudos para
aclimatacdo). Os procedimentos com animais foram aprovados de acordo com as
diretrizes da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Paulista
(protocolo 042/16).

3.2 Farmacos

e Solucédo salina: solugédo aquosa de cloreto de sédio (NaCl) estéril a 0,9%.

e LPS: lipolissacarideo obtido por extracao fendlica a partir da Escherichia
coli, sorotipo 0127:B8 (Sigma®). A concentracao do LPS foi de 100ug/ml
de solucéao salina.

e Maropitant: Cerenia® solucéao injetavel, na concentracdo de 10mg/ml.

3.3 Grupos

— Grupo (SAL) - Solugdo salina 0,9% + Solugdo salina 0,9% (via
intraperitoneal)

— Grupo (MAR) - Solucdo salina 0,9% + Maropitant (20mg/kg, via
intraperitoneal)

— Grupo (LPS) - Solucao salina 0,9% + LPS (100 ug/kg, via intraperitoneal)

—  Grupo (LPS+MAR) - LPS (100 pg/kg, via intraperitoneal) + Maropitant
(20mg/kg, via intraperitoneal)

3.4 Delineamento experimental

No dia 1, foi iniciado o experimento, sendo feitas injecdes intraperitoneais,
com cada animal recebendo injecdo com 15 minutos de diferenca entre eles.
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Exatamente ap6s uma hora da primeira administracdo, cada animal recebeu uma
segunda injecdo, conforme demonstrado na Figura 1. Esse protocolo foi feito para
que cada animal participante do experimento tivesse recebido ao todo duas
administracdes intraperitoneais por dia. No dia 2, todo o protocolo citado acima foi
repetido no mesmo horario e da mesma maneira. No dia 3 do experimento, 0s
animais de cada grupo foram submetidos ao mesmo protocolo de outros dias,
porém, passada uma hora da segunda injecdo, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais de campo aberto (CA) e claro/escuro (CE), com duracao de
5 minutos cada. ApOs os testes, 0os animais foram eutanasiados, sendo coletados os
encéfalos para a analise imuno-histoquimica.

Figura 1 — Representacado do delineamento experimental realizado nos grupos SAL, MAR, LPS e

LPS+MAR
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3.5 Testes comportamentais

3.5.1 Campo aberto

A atividade geral em campo aberto avalia principalmente parametros motores
e exploratérios (PATTI et al., 2005). No teste do campo aberto, segundo alguns
autores, o comportamento do animal € determinado pelo conflito entre a motivagéo
para explorar e a aversao a lugares abertos, desprotegidos e iluminados (ASANO,
1986; CRUSIO et al., 1989). E um teste utilizado para analisar atividade e, com base
nela, sugerir o estado de ansiedade em roedores. De modo coerente, drogas de
perfil ansiolitico ou ansiogénico tendem, respectivamente, a aumentar ou diminuir a
ambulacdo no campo aberto (TREIT, 1985).

O aparato utilizado para o estudo consiste de uma arena redonda de 96
centimetros de didmetro, rodeada por uma parede de 25 cm de altura e pintada de
branco, com o chdo dividido em 19 partes pintadas de preto. Cada animal foi
colocado individualmente no centro da arena com o ambiente previamente limpo
com solucéo alcool/agua 5% para eliminar odores deixados por animais submetidos
ao teste anteriormente. Permaneceram na arena por um periodo de 5 minutos para
andlise comportamental. Os animais foram analisados por um sistema de
observacdo indireta, no qual o observador fica em uma sala separada com
isolamento acustico e pouca iluminacdo, enquanto a sala de testes possui uma
camera instalada no teto a 100cm do aparato onde se encontra o animal. As
imagens sdo enviadas e gravadas em um computador na sala ao lado e,
posteriormente  analisadas por dois observadores. Diversos padrées
comportamentais foram observados durante o experimento:

— Frequéncia de locomocao (nimero de areas cruzadas com as quatro

patas);

— Autolimpeza;

— Frequéncia de levantar;

— Quantidade de bolos fecais.

3.5.2 Teste claro-escuro

Imediatamente apds o teste de campo aberto, foi realizado o teste de

transicdo claro/escuro. O teste de transicdo claro/escuro € baseado na averséo
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natural dos roedores as areas iluminadas e no comportamento exploratéorio
espontaneo de roedores em resposta a fatores de estresse leve, isto é, ambiente
novo e luminoso. O aparelho do teste consiste de um pequeno compartimento
escuro seguro (um terco) e um grande compartimento aversivo iluminado (dois
tercos). O teste de claro/escuro pode ser util para prever a atividade do tipo
ansiolitica ou ansiogénica em roedores. Transicdes tém sido referidas como sendo
um indice de atividade de exploragéo por causa da habituacéo ao longo do tempo. O
aumento do tempo de permanéncia no lado escuro pode indicar comportamento do
tipo ansioso (BOURIN; HASCOET, 2003).

Utilizando o procedimento validado por Costall et al. (1989) para sensibilidade
a ansiedade, os ratos foram colocados no centro do compartimento claro e mantidos
por 5 minutos para livre exploracdo. O comportamento foi avaliado por observacgao
indireta. ApGs 5 minutos de teste, os animais foram retirados e o aparato foi limpo
com solucdo de alcool/agua 5%, uma vez que sujidades retiram o0 componente
neofébico associado ao aparato (BOURIN; HASCOET, 2003). Os seguintes
parametros foram avaliados:

— Tempo de permanéncia nos compartimentos claro e escuro;

— Frequéncia de levantar,

— Frequéncia de locomoc¢ao (niumero de quadrados cruzados com as quatro

patas).

3.6 Estudo imuno-histoquimico da expresséao astrocitaria de GFAP

Imediatamente apds a realizacdo do teste de transicdo claro/escuro foi
realizada a remocédo do encéfalo, o qual foi imerso em solugéo fixadora de formol a
10% em tampéo fosfato de Sorensen (pH 7,2-7,4), a fim de se avaliar a resposta
astrocitaria nos distintos grupos.

As amostras permaneceram por, no maximo 72 horas na solucéo fixadora
para posterior desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Cortes
transversais de 5um foram obtidos, montados em Ilaminas histologicas e
fotografados em microscépio Olympus BHT-100.

Cortes histolégicos de blocos selecionados foram colhidos em laminas
tratadas com silano (Sigma) a 4% em acetona, objetivando uma melhor aderéncia

aos mesmos. Tais cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em série
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decrescente de etanol absoluto, etanol a 95%, a 80%, a 70% e a 50% e, a seguir,
fervidos durante 15 minutos em forno de micro-ondas convencional (poténcia
maxima), imersos em tampao citrato 0,01 M (acido citrico 0,01 M, 1:3, pH 6,0).
Depois de resfriados durante 20 minutos, a peroxidase endogena foi bloqueada,
incubando-se as laminas por 30 minutos em metanol contendo 10% de peroxido de
hidrogénio 30 volumes.

Para marcacdo imuno-histoquimica de GFAP, o método utilizado foi o da
avidina-biotina peroxidase, sendo cada procedimento intercalado por lavagem das
laminas em solug&o salina tamponada com fosfato.

Os cortes foram, entéo, incubados, durante 16 horas a 4°C em camara umida,
com o anticorpo monoclonal primario anti-GFAP (Rabbit anti-cow GFA, code number
Z0334, Dako), padronizado na diluicdo 1:1000, a qual, por prévia titulacdo, foi
considerada a mais adequada. Para tal diluicdo foi utilizada solu¢cdo contendo soro-
albumina bovina a 5% em agua destilada (1,25mL), azida sddica a 5% em &agua
destilada (2,5mL) e solucéo salina tamponada (59mL).

Posteriormente, foi realizada a incubacdo dos cortes por 30 minutos com
anticorpo secundario anti-imunoglobulinas de coelho (Universal LSABTM 2Kit/ HRP,
Rb / Mo, K0609-1 Dako) na diluicdo 1:400 e, ap6s aplicacdo por 30 minutos do
conjugado estreptavidina-biotina-peroxidase, diluido em solugdo salina tamponada
com fosfato (Universal LSABTM 2 Kit / HRP, Rb/ Mo, Dako).

A imunorreatividade foi visualizada pela aplicacdo sobre os cortes de
diaminobenzidina (DAB, Sigma) a 0,1% como cromogeno e peréxido de hidrogénio a
0,5%. Os cortes foram contra corados com hematoxilina, desidratados, diafanizados
e montados com resina sintética sob laminula. Todas as reacdes foram
acompanhadas por laminas controle negativo, submetidas a todas as etapas do

procedimento, porém suprimindo-se a aplicagdo do anticorpo primario.

3.7 Quantificacdo da reatividade astrocitaria de GFAP

Todos os cortes submetidos a prova imuno-histoquimica foram analisados,
em microscopia de luz (com objetiva de 40x), para identificacdo e avaliacdo da
distribuicdo e do comportamento morfoldégico das células marcadas para GFAP
(coradas em castanho). Dez microfotografias de cada corte do cortex frontal foram

retiradas aleatoriamente com o mesmo microscopio, usando a objetiva de 40x. A
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area de processos de astrocitos, marcados em marrom, foi calculada
automaticamente em pixels usando o software Image ProPlus 6.0, que foi calibrado
com filtros de cores digitais que regulam vermelho, verde, e azul, de tal modo que
apenas as células positivas foram incluidas e a coloracdo de fundo excluida da

mensuragao.

3.8 Andlise estatistica

Para os dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia ANOVA de
uma via, seguida do pés-teste de compara¢des multiplas de Tukey. Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo e o nivel de significancia de p < 0,05 foi
considerado o minimo suficiente para mostrar diferencas significativas. As analises

estatisticas foram realizadas pelo software Prisma.
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4 RESULTADOS

N&o houve mortalidade nos animais tratados com as doses e o0s
medicamentos utilizados neste estudo. Todos os testes comportamentais foram
gravados e os videos foram analisados por dois observadores.

No campo aberto, foram analisados os parametros de frequéncia de
locomocédo, frequéncia de levantar, autolimpeza e numero de bolos fecais,
respectivamente representados nas Figuras 2, 3, 4 e 5.

No parametro frequéncia de locomocédo, demonstrado na Figura 2, o nUmero
de &reas percorridas diminuiu nos grupos LPS e LPS+MAR em relagdo aos grupos
SAL e MAR. Foram observadas diferencas significantes entre os grupos SAL vs.
LPS e SAL vs. LPS+MAR (p<0,05) e entre os grupos MAR vs. LPS e MAR vs.
LPS+MAR (p<0,001). Nao foi encontrada diferenga significante entre LPS vs.
LPS+MAR.

A Figura 3 ilustra os resultados do parametro frequéncia de levantar, em que
0 grupo SAL permaneceu mais tempo sobre os membros posteriores do que o grupo
LPS e LPS+MAR, com diferenca significante de p<0,001 e p<0,0001,
respectivamente. Nesse parametro houve diferenca (p<0,05) entre os grupos LPS
vs. LPS+MAR.

Foi observado no parametro autolimpeza, representado na Figura 4, que o
grupo MAR permaneceu mais tempo realizando “autolimpeza” do que o grupo LPS,
com diferenca estatistica de p<0,05.

O numero de bolos fecais foi contado no final dos 5 minutos do teste, sendo
detectado que o grupo LPS teve contagem de bolos fecais significantemente maior
(p<0,0001) do que os grupos SAL, MAR e LPS+MAR (Figura 5).

No teste de claro/escuro, representado na Figura 6, os grupos MAR e LPS
permaneceram menos tempo no lado claro do que o grupo SAL, com diferenca
significante, respectivamente, de p<0,0001 e p<0,05. Por sua vez, os grupos MAR e
LPS permaneceram menos tempo no escuro do que o grupo LPS+MAR, com
diferenca significante de p<0,0001 e p<0,001, respectivamente.

Os resultados do parametro frequéncia de levantar no teste claro/escuro
apresentaram resultados semelhantes aos encontrados no campo aberto (Figura 7).

No parametro de frequéncia de locomoc¢ao no teste claro/escuro, o grupo LPS

apresentou reducdo quando comparado aos grupos SAL e MAR, com diferenca,
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respectivamente, de p<0,01 e p<0,001. O grupo LPS+MAR teve o menor
desempenho nesse parametro, com diferenca de p<0,001lem relagéo ao grupo LPS
e p<0,0001 entre os demais grupos (Figura 8).

A expressdo do marcador de astrocitos GFAP (representada na contagem
total de pixels) na regido do cértex frontal pode ser visualizada na Figura 9. Pode-se
observar que houve um aumento da expressdo astrocitaria nos grupos LPS e
LPS+MAR em relacdo aos demais grupos, com diferenca significante quando
comparado aos grupos SAL e MAR. O grupo LPS+MAR teve menor contagem de
pixels que o grupo LPS, com diferenca significante de p<0,05. A imunocoloracao
astrocitaria para GFAP dos diferentes grupos no cortex frontal est4 representada na

Figura 10.

4.1Campo aberto

4.1.1 Frequéncia de locomocéao

Figura 2 — Nimero de areas percorridas no teste do campo aberto (como média + desvio padrdo) nos
diferentes grupos. SAL; MAR; LPS e LPS+MAR., * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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4.1.2 Frequénciade levantar

Figura 3 —NUmero de vezes que o animal permaneceu ereto sobre suas patas traseiras com suas
patas dianteiras no ar (como média + desvio padréo) nos diferentes grupos. SAL; MAR; LPS e
LPS+MAR. *p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001
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4.1.3 Autolimpeza

Figura 4 — Tempo médio gasto com autolimpeza (como média + desvio padréo) nos diferentes
grupos. SAL; MAR; LPS e LPS+MAR.* p<0,05
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4.1.4 Bolos fecais

Figura 5 — Nimero de bolos fecais (como média + desvio padrédo) nos diferentes grupos. SAL; MAR;
LPS e LPS+MAR. **** p<0,0001
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4.2 Teste Claro/Escuro

4.2.1 Tempo de permanéncia no claro/escuro

Figura 6 — Tempo de permanéncia no lado claro/escuro. A barra branca indica o tempo em que o
animal permaneceu no lado claro, enquanto a barra preta representa o tempo que o animal
permaneceu no lado escuro (como média + desvio padrao) nos diferentes grupos. SAL; MAR; LPS e
LPS+MAR. * p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001
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4.2.2 Frequéncia de levantar

Figura 7 — Namero de vezes que o animal permaneceu ereto sobre suas patas traseiras com suas
patas dianteiras no ar no teste do claro/escuro (como média + desvio padréo) nos diferentes grupos.
SAL; MAR; LPS e LPS+MAR.* p<0,05; **** p<0,0001
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4.2.3 Frequéncia de locomocéao

Figura 8 — Numero de quadrados percorridos no teste do claro/escuro (como média + desvio padréo)
nos diferentes grupos. SAL; MAR; LPS e LPS+MAR. ** p<0,01; ***; p<0,001; **** p<0,0001
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4.3 GFAP

Figura 9 — Contagem total em pixels de imunoreatividade de GFAP em astrécitos (representados
como média + desvio padrao) no cdOrtex frontal dos diferentes grupos experimentais. SAL; MAR; LPS
e LPS+MAR. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001
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Figura 10 — Imunocoloracédo astrocitaria para GFAP no cértex frontal dos diferentes grupos
experimentais. SAL; MAR; LPS e LPS+MAR. Obj. 40x
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5 DISCUSSAO

A substancia P € um neuropeptidio amplamente distribuido no SNC e SNP,
ligando-se ao NK-1r. A SP altera diversas funcdes, como a regulacdo da
sobrevivéncia neuronal, assim como as fun¢des cardiovascular e respiratoria,
estando ainda envolvida na ativagdo do reflexo emético (DIEMUNSCH; GRELOT,
2000; MANTYH, 2002; MUNOZ et al., 2014). Na medula espinhal, a SP participa na
neurotransmissdo da dor a estimulos nocivos e modula reflexos autondémos,
incluindo o reflexo de miccdo. No SNP, a SP é localizada nos neurbnios sensoriais
primarios e nos neurdnios intrinsecos dos sistemas digestorio, respiratério e
genitourinario (MAGGI, 2000). A SP também esta relacionada com uma série de
processos como a regulagcéo do estresse, 0 comportamento afetivo e a ansiedade.
Estudos recentes mostraram que alguns estressores emocionais aumentam o nivel
de SP nas éareas do sistema limbico, como a amigdala e o septum, causando um
comportamento tipo ansioso (EBNER et al., 2008; BASSI et al., 2014).

Um estudo demonstrou que a injecdo de SP e um agonista do receptor NK-1
nos nucleos da amigdala de ratos ou por injecdo intraperitoneal potencializou o
comportamento tipo ansioso no teste do labirinto elevado, mostrando que a ativacao
dos receptores NK-1 pode estar envolvida no comportamento tipo ansioso
(DUZIONNI et al., 2008).

Ayanwuyi et al. (2015) mostraram que a injecdo do antagonista do receptor
NK-1 na amigdala de ratos diminuiu 0 comportamento tipo ansioso em ratos no teste
do labirinto elevado. Michelson et al. (2013), porém, mostraram com um estudo
clinico randomizado duplo cego que pacientes diagnosticados com desordem de
ansiedade e tratados com um antagonista do receptor NK-1 ndo tiveram diferenca
significativa em relacédo ao grupo placebo.

Estudos demonstraram que o0s antagonistas de NK-1r podem ter acao
antidepressiva, mas nao ansiolitica no campo aberto (MALKESMAN et al., 2007).
Entretanto, existem evidéncias que confirmam e ampliam o potencial terapéutico dos
antagonistas dos receptores NK-1 para o tratamento da ansiedade no teste do
campo aberto (VENDRUSCOLO et al., 2003).

E reconhecido que a SP é capaz de excitar neurbnios gabaérgicos na
amigdala de camundongos via ativacdo de receptores NK-1, contribuindo para a
acao ansiogénica da SP (SOSULINA et al., 2015).
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No teste do campo aberto deste estudo, foram analisados diversos
parametros. Pode-se observar que o grupo LPS teve os parametros frequéncia de
locomocéo e frequéncia de levantar reduzidos em relacédo aos grupos SAL e MAR, o
que ja era esperado, uma vez que outros trabalhos demonstraram haver reducéo
desses parametros em animais tratados com LPS (KOZAK et al.,1994; ENGELAND
et al., 2001; KINOSHITA, 2007 SWIERGIEL et al., 2007). O grupo LPS+MAR né&o
teve melhora nos resultados em relagcdo ao LPS, mostrando que o maropitant nédo
teve efeito como tratamento na reducéo da atividade exploratéria em ratos expostos
ao LPS. A possibilidade de o maropitant ter causado algum tipo de estimulo
nociceptivo durante a aplicacdo, o que justificaria o resultado, deve ser descartada,
ja que o grupo MAR teve frequéncia de locomocéo preservada.

A autolimpeza tem sido considerada como um estilo de coping
comportamental ou enfrentamento (esfor¢os cognitivos e comportamentais para lidar
com situacBes de ameaca ou desafio quando ndo esta disponivel uma resposta
automatica) a desafios estressantes/ansiogénicos (SPRUIJT et al., 1992). Estudos
mostraram que a injecdo de SP em ratos induziu a uma autolimpeza excessiva e
com padrdes diferentes assim como outros peptideos (MEISENBERG; SIMMONS,
1986; VAN WIMERSMA GREIDANUS; MAIGRET, 1988).

Pode-se observar que o grupo LPS teve o tempo de autolimpeza bem
reduzido em comparacao ao grupo MAR. Apesar de diversas evidéncias mostrarem
gue a SP tem capacidade de alterar esse comportamento, ndo tivemos diferencas
significantes nos grupos tratados com seu antagonista.

Torihashi et al. (2000) mostraram que o LPS pode causar desordens de
motilidade na regido do ileo devido a ativacdo dos macrofagos residentes na
musculatura intestinal. Tais macréfagos expressam e ativam os genes INOS (6xido
nitrico sintase induzivel) e cicloxigenase 2 (COX2), aumentando a producdo de
oxido nitrico (NO) e reduzindo a contragdo do musculo liso. Os resultados sugerem
gue os macrofagos residentes na camada muscular induziram iINOS como parte da
reacdo inflamatoria estimulada pelo LPS, afetando a contragdo do musculo liso e
iniciando a resposta imune nessa camada. O NO esta envolvido na estimulacdo da
secrecdo gastrointestinal por mecanismos dependentes de prostaglandinas,
podendo inibir as contracbes segmentares no célon, porém promovendo efeito
laxante (JAFRI; PANKAI, 2003).
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A SP exerce no musculo liso de todas as areas do trato digestivo um forte
efeito excitatorio, que €& direto ou retransmitido pelos neurbnios colinérgicos.
Numerosos dados eletrofisiolégicos, farmacolégicos e imuno-histoquimicos levam a
conclusdo de que a substancia P é liberada por neurbnios intrinsecos do trato
digestivo ou por nervos extrinsecos. A SP participa no reflexo peristaltico intestinal
pela ativacdo das células musculares lisas do intestino e esta envolvida na génese
de uma atividade excitadora ascendente nao colinérgica, que, provavelmente, ocorre
durante o voémito (NIEL, 1991).

A estimulagdo do receptor NK-2 evoca um efeito excitatorio puro sobre a
motilidade colbnica, enquanto a estimulacdo do receptor NK-1 induz efeitos
excitatérios e inibitérios (LECCI et al., 1997)

Os receptores neuronais NK-1 ou NK-2 exercem um freio inibitério na
motilidade, embora esses receptores parecam operar em diferentes contextos. Em
geral, os resultados obtidos em seres humanos indicam que antagonistas de NK-1r
poderiam ser Uteis em distarbios de motilidade caracterizados pela constipacéao,
enquanto os antagonistas de NK-2r poderiam ser testados em distarbios
caracterizados por diarreia ou constipagao (LECCI et al., 2008).

Um estudo mostrou que a administragcdo de doses anti-eméticas de aprepitant
(um antagonista de NK-1r) ndo altera a propulsado gastrointestinal ou colénica em
voluntarios saudaveis (MADSEN et al., 2008). J& Mikawa et al. (2015) observaram
gue o maropitant inibiu a motilidade neurogénica provocada pela pressao luminal em
um modelo de ileo pds-operatério, sugerindo que o maropitant induziu distarbio da
motilidade no ileo e colon ex vivo e in vivo em ratos.

Em nosso estudo foi visto que o grupo LPS teve contagem de bolos fecais
significativamente maior (p<0.001) do que os grupos SAL, MAR e LPS+MAR e que o
grupo LPS+MAR teve esse parametro diminuido em relacao ao grupo LPS.

Os aspectos do papel da SP sobre a fisiologia do trato gastrointestinal sao
relativamente bem estudados, mostrando a SP como co-neurotransmissor em
neurbnios excitatérios e como mediador nas fungbes motoras e secretérias
digestivas. Outras facetas importantes da SP séo reveladas em estados patologicos.
O papel pro-inflamatério da SP demonstra que seus antagonistas sdo um potencial
terapéutico atraente em condicbes autoimunes e infecciosas do trato

gastrointestinal. A SP tem um papel fundamental na inflamac&o neurogénica e nos
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mecanismos de dor, o que se mostra altamente relevante nas condi¢des do trato
gastrointestinal (VILISAAR; ARSENESCU, 2016).

Estudos mostraram que antagonistas de NK-1r, como SR140333, foram
investigados pelo seu potencial uso no alivio para sintomas de alergia alimentar,
sindrome do intestino irritAvel (SII) e doenca intestinal inflamatéria (DIl), tendo
atividade antissecretoria e antidiarreica (MORIARTY et al., 2001). O papel das
taquicininas na dor abdominal foi observado em um estudo piloto duplo-cego, no
qual o antagonista de NK-1r CJ-11.974 aliviou o desconforto associado com a
distenséo rectosigmoidal em pacientes com Sl (LEE et al.,, 2000). Tough et al.
(2003) demonstraram que o antagonista de NK-1r DNK333 pode ser de potencial
interesse terapéutico no tratamento da Sll e DIl e que a ativacdo de receptores NK-1
pode estimular o transporte de ions na mucosa intestinal.

No teste de claro/escuro, o grupo SAL permaneceu mais tempo no lado
escuro do que os grupos MAR e LPS. Por sua vez, os grupos MAR e LPS
permaneceram menos tempo no escuro do que o grupo LPS+MAR. O aumento do
tempo de permanéncia no lado escuro pode indicar comportamento do tipo ansioso
(BOURIN; HASCOET, 2003).

O teste de claro/escuro é baseado na aversdo natural dos roedores as areas
iluminadas, portanto os animais naturalmente tendem a ficar no escuro. A
permanéncia no lado claro indica atividade ansiolitica e no lado escuro, efeito
ansiogénico. Em nosso estudo, o maropitant demonstrou aparentemente atividade
ansiolitica, porém nao teve capacidade de alterar o comportamento doentio causado
pelo LPS.

Danos ao SNC, infeccdes e estados de dor intensa levam a hipertrofia tanto
da microglia quanto dos astrdcitos (astrogliose), com o aumento concomitante da
producdo de uma variedade de citocinas pro-inflamatorias e outras substancias
(MCMAHON et al., 2005).

Embora o GFAP seja um marcador confiavel para astrocitos reativos, a
maioria dos astrocitos no SNC saudavel ndo exibe niveis detectaveis de GFAP
(SOFRONIEW; VINTERS, 2010). Como tal, a expressao elevada de GFAP é uma
das caracteristicas primarias associadas a astrocitos reativos no contexto de leséo e
inflamacédo (BURDA; SOFRONIEW, 2014). A astrogliose reativa € uma resposta a

um espectro de mudancgas, incluindo ganho e perda de fungdo astrocitica,



36

dependente do tipo e da gravidade da injuria e pode resultar em beneficios ou
prejuizos sobre o tecido neural circundante. Na astrogliose severa, 0s astrocitos
reativos invadem dominios individuais dos astrocitos vizinhos, com a formacao de
uma cicatriz glial (SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Pekny et al. (2016) propuseram duas vias de astrogliopatias: a astrogliose
reativa, na qual os astrocitos podem ter funcdo neuroprotetora, e um segundo
caminho, caracterizado como astrocitopatia, que inclui degeneracdo, com perda de
funcdo e remodelacéo patolégica de astrocitos. As consequéncias dessas mudancas
morfolégicas e bioquimicas incluem a incapacidade de mediar a homeostase do
glutamato nas sinapses, com reducdo de moléculas de sinalizacdo e fatores troficos,
metabolismo de glicose alterado, entre outros problemas.

Mudancas na expressdo de GFAP podem ser observadas em doencas
neuropsiquiatricas, incluindo depresséo, ansiedade, esquizofrenia e uso de drogas e
substancias. Kim et al. (2017, no prelo) observaram diminuicdo da expresséo
astrocitaria na depressao, no estresse e na ansiedade crénica, porém aumento na
esquizofrenia. Dessa forma, relatam que essa expressdo varia amplamente em
resposta a diferentes drogas e situagoes.

De acordo com nossos resultados, nos grupos LPS e LPS+MAR houve um
aumento da expressao astrocitaria quando comparados ao grupo SAL e MAR. O
grupo LPS+MAR teve contagem de pixels menor que o grupo LPS, sugerindo
possivel efeito de atenuacéo sobre a astrogliose induzida pelo LPS.

Diversos estudos tém demonstrado que o LPS exibe capacidade de alterar a
expressao dos astrécitos in vitro e in vivo. Tarassishin et al. (2014) observaram que
culturas de astrocitos de camundongos respondem de forma robusta ao LPS. Sun et
al. (1995) demonstraram que tal ativacdo induzida pelo LPS esta provavelmente
relacionada ao aumento de IL-1B3. Outro estudo evidencia que o NO desempenha
um papel fundamental na regulacdo da expressdo do GFAP em astrécitos
estimulados por LPS. Da mesma forma, a injecdo de LPS no estriado causou uma
marcagao positiva de GFAP (BRAHMACHARI et al., 2006).

Foi descrito que a administracdo de diversas drogas antagonistas de NK-1r,
como NAT e L-733, tem a capacidade de proteger neurbnios dopaminérgicos,
manter a integridade da BHE preservada, reduzir a neuroinflamacgéo e melhorar a
funcdo motora. Além disso, diminuiram a expressdo de GFAP (THORNTON et al.,

2012; TUMATI et al., 2012). Em nosso estudo, o maropitant manteve inalterada essa
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expressdo em relacdo ao grupo SAL, porém teve a capacidade de reduzir a
expressao astrocitaria no grupo que recebeu LPS e foi tratado com a droga.

De forma resumida, pode-se perceber que 0s animais expostos ao modelo do
LPS tratados com o maropitant aparentemente apresentaram potencializacdo do
comportamento doentio induzido por tal modelo conforme visto nos parametros
frequéncia de locomocgéo e frequéncia de levantar. O maropitant administrado em
animais que receberam LPS determinou ainda significativa reducdo da defecacéo
como observado pelo namero de bolos fecais produzidos pelo grupo LPS+MAR em
relacdo ao grupo LPS.

A administracdo isolada do maropitant determinou menor tempo de
permanéncia dos animais no lado escuro no teste claro/escuro, sugerindo possivel
efeito ansiolitico da droga. No grupo exposto ao modelo de LPS e tratado com o
maropitant, porém, houve aumento dessa permanéncia no lado escuro, mostrando
reversdo desse efeito quando em associacdo a um comportamento doentio ou até
uma exarcebacédo desse comportamento.

Quanto a expressao astrocitaria de GFAP, observou-se que o maropitant foi
capaz de amenizar a astrogliose induzida pelo LPS. Ainda que nos grupos LPS e
LPS+MAR tenha existido aumento da expressao astrocitaria em comparacdo aos
grupos SAL e MAR, observou-se que o grupo LPS+MAR teve reducdo dessa

expressao em relacdo aos animais expostos ao modelo do LPS.
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6 CONCLUSOES

e Os animais expostos ao modelo do LPS apresentaram diminuicdo da
atividade exploratoria, aumento da defecacdo e aumento da expressao
astrocitaria de GFAP.

e O maropitant administrado aos animais expostos ao LPS néo afetou o
comportamento doentio induzido pelo mesmo.

e O maropitant administrado em animais que receberam LPS determinou
significativa reducdo da defecacgdo, conforme observado pelo nimero de
bolos fecais produzidos.

e A administracdo isolada do maropitant determinou menor tempo de
permanéncia dos animais no lado escuro no teste claro/escuro, sugerindo
possivel efeito ansiolitico da droga. No grupo exposto ao LPS e tratado
com maropitant, porém, houve aumento dessa permanéncia no lado
escuro, nao corroborando o resultado encontrado com a droga
isoladamente.

e Quanto a expressao astrocitaria de GFAP, observou-se que 0 maropitant

foi capaz de atenuar a astrogliose induzida pelo LPS.
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