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RESUMO

Schéwe NM. Relacdo entre o tratamento crénico com litio e papel do sistema
colinérgico na neuroinflamacao. [dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)]. S&o
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

Com o evidente envelhecimento da populacdo mundial, demanda-se maior
entendimento acerca das questdes relacionadas ao seu processo biolégico. Uma
das alteracfes biologica na senescéncia € relacionada ao perfil imunolégico, que
implica em elevagdo de marcadores inflamatérios mesmo na auséncia de estimulo.
Esse cenario pode implicar, por exemplo, em piora de doencas cronico-
degenerativas, pois nestes casos ja ha um processo inflamatorio concomitante.
Recentemente, tem-se estudado o envolvimento de receptores colinérgicos
nicotinicos a7 como atenuadores do processo inflamatério no sistema nervoso
central, uma vez que a “via anti-inflamatéria colinérgica” € bem estabelecida na
periferia. O litio € um metal monovalente utilizado no tratamento do transtorno
afetivo bipolar e, em microdoses, foi efetivo em estabilizar a memaoria de pessoas
com doenga de Alzheimer. Efeitos benéficos desse ion também tém sido relatados
em processos inflamatorios, por meio da inibicdo da enzima GSK-3[3. Além disso, ja
foi demonstrado que o tratamento crénico com esse ion aumentou a captacdo de
colina pelos terminais pré-sinapticos e a neurotransmissao colinérgica. O objetivo
desse estudo foi avaliar os efeitos do tratamento crénico com microdoses de litio
para a formacao de mediadores inflamatdrios em cérebros de camundongos jovens,
apos injecao intraperitoneal de LPS, e se os receptores a7 estavam envolvidos
nesse processo. Apds sete meses de tratamento com litio, foi observado que o
grupo litio-LPS apresentou formacdo da memdria espacial, diferentemente do grupo
agua-LPS. Nao foram observadas alteracdes na memdria relacionada a estimulo
aversivo, em esquiva inibitoria, avaliados oito dias ap6s a inducdo da inflamacao
aguda. Os ensaios moleculares indicaram que os niveis de IL-6, TNF-a, IL-10 e
pGSK-3p/GSK-3B estavam iguais em todos os grupos, evidenciando que 0 processo
inflamatdrio ja estava terminado no momento da retirada do cérebro dos animais. Da
mesma maneira, ndo houve diferenca entre os grupos com relacédo a densidade dos
marcadores colinérgicos, quais sejam a colina acetiltransferase e a subunidade a7,
avaliados por western blotting. Com isso, ndo foi possivel comprovar ou excluir o
efeito anti-inflamato6rio das microdoses de litio. Portanto, o desenho experimental
devera ser ajustado.

Palavras-chave: Neuroinflamagé&o. Sistema colinérgico. Litio.



ABSTRACT

Schowe NM. Relationship between the chronic treatment with lithium and the role of
cholinergic system in neuroinflammation. [Masters thesis (Pharmacology)]. Séo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

With the evident aging world population, it's greater the demand in understanding the
issues related to their biological process. One change in the biological aging process
is related to the immunological profile, which implies an increase of inflammatory
markers in the absence of stimulus. This scenario may involve, for example,
worsening of chronic degenerative diseases, because in these cases there is already
a concomitant inflammatory process. Recently, researchers have been studying the
involvement of a7 nicotinic cholinergic receptors as attenuators of inflammation in the
central nervous system, since the "cholinergic antiinflammatory pathway" is well
established in the periphery. Lithium is a monovalent metal used in the treatment of
bipolar disorder, and microdosing was effective in stabilizing the memory of people
with Alzheimer's disease. Beneficial effects of these ions have also been reported in
inflammatory processes through the inhibition of GSK-3B. Furthermore, it was
demonstrated that chronic treatment with this ion increased choline uptake by
presynaptic terminals and cholinergic neurotransmission. The aim of this study was
to evaluate the effects of chronic treatment with lithium microdosing for the formation
of inflammatory mediators in the brains of young mice after intraperitoneal injection of
LPS, and whether a7 receptors were involved in this process. After seven months of
treatment with lithium, we observed that the lithium-LPS group did present spatial
memory formation, unlike the water-LPS group. No changes were observed in
related aversive stimulus in inhibitory avoidance assessed eight days after the
induction of acute inflammation. The molecular assays indicated that levels of IL-6,
TNF- a, IL-10 and pGSK-3B/GSK-3B were the same in all groups , indicating that the
inflammatory process had been completed at the time of recession of animals’ brains
. Likewise, there was no difference between groups with respect to the density of
cholinergic markers , which are choline acetyltransferase and a7 subunit, assessed
by western blotting. Thus, it was not possible to confirm or exclude the anti-
inflammatory effect of lithium microdosis. Therefore, the experimental desing should
be adjusted.

Keywords: Neuroinflammation. Cholinergic system. Lithium.
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1 INTRODUCAO

1.1Envelhecimento e inflamacéo

O aumento do numero de pessoas idosas no mundo decorre da diminui¢do da
taxa de fecundidade aliada ao aumento crescente na expectativa de vida (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2007). A diminuicdo da taxa de fecundidade
vem ocorrendo por diversos fatores que incluem mudancas nas estruturas familiares
e no estilo de vida das mulheres que, com sua inser¢cdo no mercado de trabalho,
optaram por ter filhos mais tarde ou, ainda, renunciar a maternidade. Segundo
Camarano (2006), o acréscimo na expectativa de vida resultou do “sucesso” de
politicas econdmicas e sociais e de avancos na tecnologia médica, advindas de uma

melhoria das condic¢des de vida em geral e de saude, em particular.

Assim, o envelhecimento é um processo que se refere a mudanca na
estrutura etéria da populacao, ja& que hd um aumento do niumero de pessoas idosas
(acima de 60 anos, como considera a Organizacdo Mundial de Saude, para paises
em desenvolvimento) em relagcdo aos outros grupos etarios (Carvalho, Garcia,
2003). Esse aumento é percebido ao analisarmos os dados demograficos do Brasil:
em 1940 a populacao idosa representava em torno de 4% da populacdo total; em
2000 esse numero cresceu para 8%. Para 2020, estima-se que a populacao idosa
componha 15% do total de brasileiros (Camarano, 2004). Para 2050, estima-se que

a populacédo com 80 anos e mais atinja o numero de 13,7 milhdes (IBGE, 2004).

Ainda ha muitos pontos obscuros acerca do processo de envelhecimento.
Como este é um fenémeno biolégico normal e comum a todos os individuos, nédo
deve ser considerado como doenca. Sabe-se que, no decorrer desse processo, ha
alteracdes organicas que ocorrem naturalmente e, entre estas, esta a desregulacao
do sistema imunolégico, ou imunossenescéncia. Esta € um processo em que ha
acumulo de danos celulares causados por espécies reativas de oxigénio nao
“neutralizadas” e hiperestimulacdo do sistema imunolégico inato e adaptativo (Jenny,
2012).

A inflamacgéo € uma resposta do organismo a uma lesdo, em que o objetivo &
a defesa do hospedeiro. Com isso, varios tipos celulares, com diferentes funcgdes,

séo recrutados ao local. Uma dessas células € o mondcito, que libera citocinas
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responsaveis por sinalizar entre as células do sistema imunolégico de modo a
aumentar a resposta inflamatdria e neutralizar o antigeno. Assim, quando a situagao
de lesdo (causada por trauma ou infec¢ao) se resolve, a cascata inflamatéria termina

e o tecido retorna a sua condicao fisiologica.

Com o envelhecimento, h4 aumento da prevaléncia de doengas cronico-
degenerativas, que favorecem a elevacdo de marcadores inflamatorios, entre os
quais o fator de necrose tumoral a (TNF-a), mesmo quando essas doencas estéo
“controladas” (Chung et al., 2009; Singh e Newman, 2011). Um exemplo desse tipo
de doenca, que é de grande prevaléncia em individuos idosos, € a doenca de
Alzheimer (DA). Na DA, a presenca de placas amiloides e hiperfosforilagdo da
proteina tau é acompanhada de processo inflamatério iniciado pela ativacdo da
microglia e de astrocitos, o que resulta em aumento da producdo de TNF-a.
Evidéncias de pesquisas basicas, clinicas e genéticas mostram que o0 TNF-a
aparentemente tem um papel central na neuroinflamacéo relacionada a DA (Fillit et
al., 1991; Lio et al., 2006; McAlpine et al., 2009; Meda et al., 1995) exercendo seus
efeitos, pelo menos em parte, pela ativacao do fator de transcricdo pro-inflamatério
NFkB.

Uma das hipbteses para a etiologia da DA é a que envolve o sistema
colinérgico. Essa hipb6tese surgiu a partir de evidéncias de que 0s prejuizos
cognitivos caracteristicos dessa deméncia, como a perda da memoria recente,
estavam relacionados a morte de neurbnios colinérgicos. Assim, a maioria dos
farmacos utilizados, atualmente, para o tratamento da doenca sd0 0s
anticolinesterasicos, que aumentam os efeitos da acetilcolina por inibirem sua

degradacéao (Hake, Farlow, 2001; Hansen et al., 2006; Hogan, Patterson, 2002).

1.2 Sistema Colinérgico e Inflamacéo

A maioria das eferéncias colinérgicas parte do prosencéfalo basal, area
formada por centenas de neurdnios localizados nos nucleos septal medial, banda
diagonal, substantia innominata e nucleo basal de Meynert (McKinney, Jacksonville,
2005). Esses neurbnios projetam-se para o hipocampo, neocortex, partes do cortex

limbico e amigdala e modulam as func¢des cognitivas.
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O neurotransmissor acetilcolina (ACh) € sintetizado no corpo celular dos
neurdnios a partir da colina recaptada dos terminais axénicos. A colina € acetilada
por uma enzima citosolica, a colina acetiltransferase (CAT) que transfere o grupo
acetil da molécula de acetil-coenzima A. A ACh é, entdo, armazenada em vesiculas
e liberada por exocitose em resposta a entrada de Ca®* na terminacdo nervosa
(Rang et al., 2008). Exames post-mortem de tecidos cerebrais de pacientes com
Alzheimer mostraram uma reducdo significativa na atividade da enzima CAT
(Gauthier, 2002; Seriniki, Vital, 2008), o que constitui a “hipotese colinérgica” para a

doenca.

Os efeitos colinérgicos sdo mediados por duas classes de receptores: 0s
receptores metabotrépicos muscarinicos e os receptores ionotropicos nicotinicos. No
sistema nervoso central, os receptores nicotinicos formados pelas subunidades
a4p2 ou a7 sdo os encontrados com maior frequéncia. Os receptores colinérgicos
nicotinicos (nNAChR) a7 sado compostos por cinco subunidades alfa 7, as quais
formam um poro permeavel a calcio (Albuquerque et al., 2009). O envolvimento
desses receptores com 0s processos de atencdo e memodria tem sido bastante
explorado (Boccia et al., 2010; Hoyle et al., 2006; Rezvani et al., 2009; Young et al.,
2007), inclusive em animais submetidos a processos neurodegenerativos (Viel et al.,
2012).

Recentemente, tém surgido trabalhos que mostram um papel deste receptor
em processos inflamatdrios sistémicos, uma vez que o a7 esta presente, também,
em células ndo neuronais, como linfécitos e macrofagos. Nesse sentido, seu
envolvimento em modelos de inflamac&o no sistema nervoso central também tem
sido estudado. Ja foi demonstrado que o tratamento de culturas de células de
microglia com acetilcolina, colina ou o colinomimético nicotina promoveu uma
resposta anti-inflamatodria, pois levou a reducéo de producéo de TNF-a (De Rosa et
al., 2005; Parrish et al., 2008; Shytle et al., 2004). Essa “via anti-inflamatoria
colinérgica” foi tida como dependente de nAChR o7, uma vez que o efeito foi
atenuado com o antagonista seletivo a-bungarotoxina (Shytle et al., 2004).

Observacdes semelhantes foram feitas em ratos pré-tratados com
metilicaconitina (MLA; outro antagonista de nAChR «o7) e o0 agente
anticolinesterasico  donepezil e, em seguida, submetidos a injecdo

intracerebroventricular de lipopolissacarideo (LPS), que leva a ativacdo do sistema
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imunoldgico e ao processo inflamatério. O tratamento com MLA reduziu o efeito anti-
inflamatério do donepezil (Tyagi et al., 2010), mostrando mais uma vez a
participacdo dos receptores o7 na via eferente da resposta inflamatéria. O mesmo
nao foi observado com o pré-tratamento com dihidro-B-eritroidina (antagonista de
receptores nicotinicos 04p2) ou escopolamina (antagonista de receptores

muscarinicos).

1.3 Litio e Inflamacao

O litio é um cétion monovalente cuja eficacia na estabilizacdo do humor foi
descoberta ha mais de 50 anos. Desde entéo, este farmaco vem sendo a principal
escolha no tratamento do transtorno afetivo bipolar (Quiroz et al., 2004). Em estudo
realizado com pacientes idosos bipolares, sob tratamento com litio, observou-se
menor prevaléncia de deméncia em comparacdo a pacientes submetidos a
tratamento com outros estabilizadores de humor (Nunes et al., 2007).

Os efeitos moleculares e bioquimicos do litio sdo diversos e relacionados a
inibicdo de muitas enzimas que participam de diversas vias de sinalizagao
intracelular. O principal mecanismo que leva aos efeitos terapéuticos do litio é a
inibicdo da inositol monofosfatase e da glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3). A
primeira esta envolvida na reciclagem de inositol na célula, o qual é importante na
cascata de sinalizacdo do fosfoinositol, necessério para formar segundos
mensageiros, como o inositoltrifostato (Quiroz et al., 2004). A GSK-3 regula diversos
processos celulares. Dentre esses, destaca-se sua funcao de fosforilar enzimas que
participam de vias que levam a neuroinflamacéo, apoptose e formacdo de placas
amiloides (Phiel, Klein, 2001). Por outro lado, a fosforilagdo da enzima em
determinados sitios como a Ser9 promove inibicdo da atividade da mesma,
reduzindo a resposta inflamatéria. Dessa forma, recentemente foi mostrado que a
inativacdo de uma das isoformas da GSK-3, a GSK-3B, em culturas primérias de
cérebros de ratos levou a inibicdo da producdo do TNFa pela modulacdo do fator
nuclear kappa B (NFxB) (Wang et al., 2010). Além disso, a suplementacao alimentar
com litio preveniu o aumento de mediadores inflamatorios no cérebro de ratos
(Basselin et al., 2010). Assim, a inibicdo dessas enzimas aparentemente leva aos

efeitos neuroprotetores terapéuticos do litio.
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Apesar de tais efeitos benéficos, o litio possui estreita faixa terapéutica (0,5 —
1,5 mmol/L) e duragéo de acao longa, o que pode levar a intoxicagdo, se nao houver
monitoracdo constante da litemia (Baldessarini, Tarazi, 2001; Rang et al., 2008).
Além disso, sua toxicidade € ainda maior na populacéo idosa por causa da alteracéo
farmacocinética inerente ao processo de envelhecimento como, por exemplo, baixa
funcdo renal, o que dificulta ainda mais a excrecdo do litio. Nesse sentido, observa-
se a importancia de se estabelecer uma dose 6tima para a utilizacdo desse cation de
maneira que seus efeitos terapéuticos sejam alcancados sem causar toxicidade ao
individuo.

Em estudo clinico recente do nosso grupo, verificamos que o tratamento com
microdoses de litio foi eficiente em impedir a progressdo do declinio cognitivo de
pacientes com diagndstico clinico para a doenca de Alzheimer (patente requerida,
Nunes et al., 2013). Esses dados nos fizeram levantar hipGteses sobre quais

mecanismos estariam envolvidos com a evidente melhora dos pacientes.

Alguns trabalhos relacionam o tratamento com sais de litio e o sistema
colinérgico. Jope (1979) mostrou que o tratamento crbnico de ratos com litio
aumentou a sintese do neurotransmissor acetilcolina. Esse efeito foi devido a um
aumento da captacao de colina pelos terminais pré-sinapticos. O tratamento crénico
de ratos com esse ion também foi relacionado ao aumento da neurotransmissao
colinérgica em hipocampos de ratos por uma via que envolve o receptor 5-HT14 de

serotonina (Fuijii et al., 2000).

Uma forma de inducdo experimental de inflamacdo aguda é via injecdo de
lipopolissacarideo isolado da bactéria Escherichia coli (LPS). O LPS interage com
receptores membranares TLR-4 (“toll-like receptor-4”), levando a ativagdo de
diversas vias intracelulares, promovendo a producdo de citocinas e iniciando o
processo inflamatoério. Dentre essas vias, a ativacdo de TLR-4 aumenta a producéo
de p38 MAPK (Shytle et al., 2004; Suzuki et al., 2006), p44/42 MAPK (Shytle et al.,
2004) e NFxB (Beurel et al., 2010; Wang, 2010.), aumentando a produgéo de TNF-a
e outras citocinas inflamatérias, como a interleucina-6 (Medzhitov, 2008). Da mesma
forma, o LPS leva ao aumento da ativacdo de GSK-3f (Green, Nolan, 2012), o que
também ativa NFkB, aumentando a producédo de TNF-a (Beurel et al., 2010; Wang,
2010). A injecéo sistémica de LPS, por meio da inducdo de produgdo de citocinas,

causa nos animais sintomas de “sickness behavior”, entre os quais a letargia, perda
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de motivacao, anedonia, diminuicdo do apetite e da atividade motora (Biesmans et
al., 2013; Kelley et al., 2003).

Uma vez que ja foi demonstrado que o litio aumenta a sintese de acetilcolina,
que o receptor nicotinico o7 estd envolvido com reducdo de processos
neuroinflamatorios e que o tratamento com litio inibe a atividade de GSK-38,
reduzindo a inflamacdo, o objetivo geral desse projeto é avaliar se o0 tratamento
crénico com microdoses de litio altera o processo inflamatério induzido e se esse
mecanismo envolve a participacdo do sistema colinérgico, via receptores nicotinicos
of.
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2 OBJETIVOS

1. Avaliar se ha alteracdo comportamental (influéncia na aprendizagem
e formacéao de memodria) relacionada ao pré-tratamento com litio e inducao de
neuroinflamacéo aguda.

2. Verificar o envolvimento de receptores a7 nesse processo.

3. Avaliar os efeitos do uso crénico de litio para a formacdo de

mediadores inflamatérios em cérebros de camundongos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BI/6, inicialmente com dois
meses de idade, provenientes do biotério do Instituto Nacional de Farmacologia e
Biologia Molecular (INFAR) da UNIFESP.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os
“principios éticos para uso de animais de laboratorio” descritos pela Sociedade
Brasileira em Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL, antigo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal, COBEA) e de acordo com a Lei Arouca, aprovada em
2008. Além disso, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&do Paulo (CEUA-ICB-USP
protocolo n° 81 da folha 105 do livro 02 para uso de animais em experimentagéo).

3.2 Tratamento com litio e inducdo da neuroinflamacao

O litio foi administrado na forma de carbonato de litio, na dose de 0,2 mg/kg,
gue corresponde a 0,006 mEq Li/kg. Foi feita uma solu¢do a 1 mg/L e oferecida ad
libitum aos animais durante sete meses. A quantidade ingerida foi monitorada
semanalmente. Essa dose foi estabelecida de acordo com a utilizada em pesquisa
anterior do grupo, realizada com humanos, em que o carbonato de litio foi
administrado a 1,5 mg/dia (0,0006 mEq) (Nunes et al., 2013). Além disso, trabalhos
mostram que a farmacocinética do litio em camundongos varia com relacdo aos
humanos, sendo necessaria a adaptacdo da dose, que deve ser dez vezes maior
nos camundongos (Ledoux, 2013; Wood et al., 1986).

Para inducéo da neuroinflamacao, ao final dos tratamentos, os animais foram
injetados com lipopolissacarideo (LPS; Escherichia coli, 0111:B4, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA;1 mg/kg), por via intraperitoneal, ou volume equivalente de salina
estéril, e os grupos foram formados conforme descricdo detalhada abaixo. A dose de
LPS foi estabelecida a partir de trabalhos que mostraram que a injecdo de LPS a 1
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mg/kg era capaz de induzir alta ativacdo do sistema imunolédgico (Nautiyal, 2008) e
perda de memoéria ap6s 7 dias da injecdo (Vasconcelos et al, em elaboracéo)®.
1) Controle Salina (n=7): camundongos C57BI/6 que receberam &gua filtrada

e, ap0s 7 meses de observacédo foram injetados com salina (i.p).

2) Controle LPS (n=7): camundongos C57BI/6 que receberam agua filtrada e,

apos 7 meses de observacao, foram injetados com LPS (i.p).

3) Litio Salina (n=_9): camundongos C57BI/6 que receberam litio e, apos 7

meses de observacado,foram injetados com salina (i.p).

4) Litio LPS (n=9): camundongos C57BIl/6 que receberam litio e, apos 7

meses de observagéao, foram injetados com LPS (i.p).

3.3 Avaliacdo do consumo de agua

O consumo de &gua foi monitorado semanalmente pesando-se a garrafa de
agua das caixas dos animais. A quantidade média ingerida, por cada animal, foi
estimada de acordo com 0 numero de animais na caixa e com o consumo semanal
de agua. Os dados foram expressos como média + erro-padrdo do consumo mensal

de liquidos.

3.4 Avaliagéo da atividade motora

A atividade motora dos animais foi avaliada em uma caixa de atividade
motora, a fim de eliminar qualquer possibilidade de que caso houvesse mau
desempenho nas provas, este fosse devido a déficit motor. A caixa de atividade
motora € uma caixa acrilica com fotorreceptores nas laterais que quantificam a
deambulacdo e exploracdo vertical dos animais, em unidades arbitrarias. Os
camundongos permaneceram individualmente no equipamento por cinco minutos,

com registro de atividade a cada um minuto.

3.5 Avaliagdo da memoria espacial

! Vasconcelos et al. Lipopolysaccharide-Induced Neuroinflammation and Memory Impairment”. Em
fase de elaboracéo.
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A avaliagdo da memoria espacial foi realizada utilizando-se o “labirinto de
Barnes”, composto por uma prancha circular branca com 31 buracos e uma parede
preta, com quatro simbolos (cruz, quadrado, circulo e triangulo) amarelos, dispostos
em sequéncia. Uma caixinha preta, cheia de maravalha (caixa de escape), foi
colocada em baixo de um dos buracos (sempre o mesmo para cada animal). O
animal foi colocado no centro da prancha, onde permaneceu por um minuto, sob
uma caixa de acrilico, para reconhecer o contexto. Sobre a prancha, foi colocada
uma luz (70 W) considerada como estimulo incbmodo para o camundongo. Em
seguida, ele foi solto e teve, no maximo, cinco minutos para encontrar a caixa de
escape, onde ele ficou por mais um minuto, com as luzes apagadas e a caixa
fechada. A laténcia para encontrar a caixa de escape foi registrada. O teste é
baseado na preferéncia inata de camundongos por lugares escuros e fechados. Os
animais passam por duas observagdes por dia, com intervalo de duas horas entre
cada uma, durante cinco dias. Foi registrado o tempo inicial que o animal levou para
achar a caixa de escape, em cada uma das exposi¢cdes dos camundongos ao

equipamento.

3.6 Avaliacdo da memoria relacionada a estimulo aversivo

Para avaliar esse tipo de memoria, foi utilizado o equipamento de esquiva
inibitoria, o qual possui dois compartimentos, um escuro e outro claro (este com uma
lampada fixada na por¢éo superior), intercomunicados por uma passagem na parede
diviséria. O chao é formado por barras metélicas, que permitem a passagem de uma
corrente elétrica com intensidade controlavel. Na sessao de aquisicdo, realizada no
dia seguinte ao ultimo dia do labirinto de Barnes, o animal foi colocado no lado claro
da caixa e teve o tempo maximo de 300 segundos para explorar o local. Se ele
passasse para o lado escuro, a porta se fecharia automaticamente e ele receberia
um leve choque nas patas (0,5 mA) por dois segundos. Foi registrada a laténcia do
animal para atravessar de um lado para o outro da caixa. Ap6s 24 horas, um teste
para avaliar a retencdo da memoéria de longa duracdo foi realizado, em que se
verificou, novamente, a laténcia para entrada no lado escuro. Quanto maior esse
tempo, maior a lembrancga do animal com relagédo aquele contexto.

A figura 1 representa o protocolo comportamental que foi utilizado neste

projeto.
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Figura 1 - Representacéo do protocolo experimental utilizado neste trabalho.
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Durante sete meses, a ingestdo semanal de 4gua (H,O) ou agua com litio foi monitorada. Ao fim
desse periodo, os animais foram injetados com salina ou LPS. Durante os oito dias seguintes, 0s
animais passaram pelos testes comportamentais de avaliacdo da atividade motora (Act), da memaria
espacial (Barnes) e da meméria relacionada a estimulo aversivo (E.l.).

Ao final do protocolo experimental, foram retirados o cérebro, sangue, figado
e rins dos animais. Nesse trabalho, utilizamos apenas os cérebros para as analises

moleculares.

3.7 Dosagem de interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e TNF-a

Foi utilizada a metodologia xMap (MAP= Multiple Analyte Profiling, x= sua
variavel, no caso citocinas), que envolve um processo que cora microesferas de
latex com dois fluoroforos, que podem ser identificadas pelo instrumento Luminex.
Anticorpos de captura especificos para cada analito estdo imobilizados as
microesferas através de ligacBes covalentes ndo reversiveis. Depois que o analito
(amostra) se liga aos anticorpos de captura localizados na superficie das
microesferas, a deteccao final é feita através de um terceiro marcador fluorescente,
a ficoeritrina, que esta ligado ao anticorpo de deteccdo. O resultado final é um
ensaio “sanduiche” realizado através de microesferas em uma placa de 96 pocos. O
equipamento Luminex 200 movimenta estas esferas em fila Gnica através de feixes
de dois lasers diferentes em um citbmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta
(classifica) a microesfera (o coédigo de cor para o ensaio) e o segundo laser

quantifica o sinal de reporte em cada microesfera.
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Uma vez que essa técnica possibilita a dosagem de vérias citocinas
utilizando-se apenas uma placa (kit MCYTOMAG-70K-03, Millipore), as trés citocinas
(IL-6, IL-10 e TNF-a), foram dosadas simultaneamente. As concentracdes minimas
de deteccdo, desse kit, sdo 1,1 pg/mL para IL-6, 2,0 pg/mL para IL-10 e 2,3 pg/mL
para TNF-a. E feita uma curva-padréo das citocinas que varia de 0 a 2000 pg/mL,
além de estarem presentes no kit dois controles positivos, cuja variagdo da
concentracdo depende do analito estudado. Assim, para IL-6, espera-se que as
concentracfes estejam entre 98 e 203 pg/mL, para o controle 1, e 589 e 1224 pg/mL
para o controle 2; para IL-10, as concentragbes devem estar entre 83 e 173 pg/mL,
para o controle 1, e 480 e 998 pg/mL, para o controle 2; para TNF-a, as
concentracfes esperadas estdo entre 100 e 208 pg/mL, para o controle 1, e 601 e
1344 pg/mL , para o controle 2.

Para esse ensaio, foi utilizada metade dos cérebros de 5 animais de cada
grupo. Assim, os hemisférios foram dissecados e homogeneizados em 150 pL de
tampéo Tris 20mM (pH 7.4), NaCl 150mM, PMSF 1mM, Tween-20 0,05% e um
tablete de coquetel de inibidores de proteases (para 10 mL). As amostras foram
enviadas para o Instituto Genese de Andlises Cientificas (S&o Paulo), onde o ensaio
foi realizado. Paralelamente, foi realizada a quantificacdo de proteinas nessas
amostras, pelo método de Bradford (1976), para a posterior normalizacdo dos

dados.

3.8 Western-blotting para as enzimas CAT, GSK-3B, Glicogénio Sintase Quinase-30

fosforilada (pGSK-38 )e para o receptor nicotinico a7

As areas cerebrais relacionadas a memodria foram separadas e
homogeneizadas em tampéo de lise contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 0,1%
Triton X-100, 4 mM EGTA, 10 mM EDTA e um tablete de coquetel de inibidores de
proteases e fosfatases. Os homogenatos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 15
min, a 4 °C. A partir do sobrenadante foi feita a dosagem da concentracdo de
proteinas, em cada fracéo, utilizando-se o método de Bradford (1976). Quantidades
equivalentes de proteinas foram separadas por gel de poliacrilamida (SDS-PAGE a
10%), utilizando-se tampao de corrida contendo Tris 25 mM, Glicina 0,192 M e 0,1%
de SDS, a 100 V por aproximadamente 2 h. ApGs a corrida eletroforética, as

proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em tampao Tris
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25 mM pH 8,3, glicina 192 mM e metanol 20%, a 400 mA por 2 h a 4 °C. Terminada
a transferéncia das proteinas, a membrana foi incubada com tamp&o Tris 100mM
contendo NaCl 0,9%, Tween-20 0,1% e leite desnatado 5% (tampao de bloqueio)
por 1 h a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, para o bloqueio das
reacOes ndo especificas do anticorpo primério. Para o bloqueio das membranas que
foram incubadas com anticorpo anti-pGSK 3f foi utilizada albumina de soro bovino
(BSA) 5% ao invés de leite desnatado. Apés lavagem, o material foi incubado com o
anticorpo primario anti-CAT (Abcam, ab70219, diluido 1:1000), anti-GSK-3 (Abcam,
ab32391, 1:2000), anti-pGSK-3B (Abcam, ab131097, 1:1000), anti-a7 (Abcam, ab
23832, 1:750), B-tubulina (Abcam, ab134185, diluido 1:4000) ou actina (Santa Cruz
Biotechnology, SC-1616-R, 1:500) por 16 h a 4 °C. Em seguida, as membranas
foram lavadas conforme descrito anteriormente e incubadas com o anticorpo
secundario anti-lgG conjugado com peroxidase de raiz forte (HRP, de HorseRadish
Peroxidase) e diluido 1:4000 em tamp&o de bloqueio por 1 hora a temperatura
ambiente. As marcacdes foram detectadas por quimioluminescéncia, por meio da
exposicdo das membranas contra um filme radioautografico. A andlise dos filmes
radioautograficos foi feita utilizando-se o programa ImageJ 1.46r (National Institute of
Health).

3.9 Andlise estatistica

Os dados obtidos na avaliacdo da atividade motora, bem como as analises
realizadas por western blotting e Multiplex foram expressos como médias * erro
padrao e analisados utilizando-se o programa Statistica verséo 7.0. Foi feita ANOVA
de duas vias, considerando o tratamento e a inducdo de inflamacdo aguda como
fatores.

Os dados obtidos na avaliagdo da memoria relacionada a estimulo aversivo
em esquiva inibitoria foram analisados utilizando-se o programa GraphPad Prism
5.0, expressos como medianas e intervalos interquartis e analisados pelo teste de
Wilcoxon (teste t pareado e ndo paramétrico), dentro de cada grupo.

Para os experimentos de comportamento em labirinto de Barnes, os dados
foram expressos como médias * erro padrdo e analisados por ANOVA de duas vias,
seguida do teste de Bonferroni, para comparagdes mdltiplas, utilizando o programa

Statistica versdo 7.0. Foram considerados os fatores tratamento, inducdo de
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inflamacéo aguda e tempo de observacdo. Os dados do consumo mensal de agua
também foram expressos como médias * erro padrdo e analisados por ANOVA de

duas vias, sendo os fatores o tempo e o tratamento.
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestdo semanal de H20 ou litio

O consumo de 4gua e litio pelos animais foi registrado semanalmente. No
grafico, esta representado o consumo mensal. Os animais que recebiam litio
ingeriram maior quantidade de agua durante todo o tempo observado (Fj1,29= 42,07,
p < 0,001) (figura 2). Além disso, houve interacdo entre os fatores tempo e
tratamento (presenca ou ndo de litio na agua; Fi1,29=9,836, p < 0,001), confirmando
que a presenca de litio, mesmo em microdoses, altera o padrdo de consumo de

agua ao longo do periodo de tratamento.

Figura 2 - Consumo mensal de agua e litio pelos animais ao longo de sete meses.
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O consumo de agua pelos animais foi medido semanalmente. Para melhor visualizacdo, os dados
estdo apresentados de acordo com o consumo mensal por animal. Os simbolos e barras
correspondem & média + erro-padrdo. a: P < 0,001.
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4.2 Avaliacao da atividade motora

Antes de os testes de memodria serem iniciados, a atividade locomotora dos
animais foi avaliada, uma vez que o0s protocolos exigem que 0S animais nao
apresentem déficit locomotor. Como esta representada na figura 3, a diferenca foi
observada no grupo tratado com litio, em que os animais injetados com LPS
apresentaram reducdo significativa na atividade locomotora e exploracdo vertical,
guando comparados com animais injetados com salina (Deambulacédo dia 1: grupo
agua salina: 392,6 + 42,5; agua LPS: 317.3 % 56,6; litio salina: 486,8 + 35,9; litio
LPS: 300,7 + 53,9; F326=7,349; p < 0,05. Exploragdo vertical dia 1: grupo agua
salina: 39,2 £ 9,8; agua LPS: 20,6 + 14,2; litio salina: 74,4 + 14,6; litio LPS: 19,2 +
9,4; Fa2e= 8,742; p < 0.01. Deambulagéo dia 2: grupo agua salina: 326,3 + 55,7,
dgua LPS: 270,0 + 44,6; litio salina: 449,2 + 37,0; litio LPS: 272,1 + 39,1,
Frs.26=7,107; p < 0,05. Exploragéo vertical dia 2: grupo agua salina: 40,3 * 12,3;
agua LPS: 25,0 = 11,1, litio salina: 66,6 + 13,9; litio LPS: 17,0 £ 9,1; F325=7,392; p <
0.05). No entanto, ndo se pode afirmar que tais sintomas estdo associados ao
tratamento, uma vez que ndo houve interacdo na andlise de variancia (Deambulacdo
dia 1: Fpzpe= 1,321; p > 0,05. Exploragao vertical dia 1: Fzg= 2,157; p > 0,05.
Deambulagéo dia 2: Fi3 2= 1,905; p > 0,05. Exploracgéo vertical dia 2: F32g= 2,065; p
> 0,05).
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Figura 3 — Avaliacdo da atividade motora apos tratamento com agua ou litio e
injecao de salina ou LPS.
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A atividade locomotora dos animais foi avaliada 24h e 48h ap6s a injecdo de agua ou LPS. Os
histogramas e as barras verticais sdo as médias * erro padrdo. *: P < 0,05. Agua salina, n=7; agua
LPS, n=7; litio salina, n=9 e litio LPS, n=9.

4.3 Avaliacdo da memoria espacial

No labirinto de Barnes, avalia-se o tempo que 0s animais demoram a
encontrar um local de seguranca, a partir de pistas colocadas na parede do

equipamento. Assim, espera-se que a laténcia de escape ao longo dos cinco dias de
teste diminua.

Utilizamos a ANOVA de duas vias para medidas repetidas, considerando
como fatores o tratamento e a inducdo de inflamacg&o. Segundo essa analise, houve
efeito principal dos dois fatores (tratamento: Fz.g= 27,5, P < 0,001; inducdo de
inflamacéo: Fs 9= 4,8, P < 0,05) e tempo (Fj4112= 14,3, P < 0,001), indicando que,
isoladamente, cada fator exerce efeito sobre o desempenho dos animais no labirinto.
Com relacdo ao tempo, observamos que apenas 0s grupos agua salina e litio LPS
aprenderam a tarefa, ou seja, diminuiram significativamente a laténcia ao longo dos
cinco dias de teste.
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A fim de refinar a andlise e entender se o tratamento e a inducdo de
inflamacéo exercem, de fato, impacto na tarefa, excluimos o fator tempo calculando
a area sob a curva da laténcia para encontrar a caixa de escape de cada grupo.
Observamos, entédo que o tratamento exerce sim influéncia no teste (F32g= 7,37, P
< 0,05), mas ndo tivemos como conferir o aspecto em que essa diferenca é
relevante, uma vez que no pos-teste de Bonferroni ndo ha diferenca significativa

entre 0s grupos.

N&o se observou interagdo entre os fatores tratamento e inflamacgéo (Fs2g=
0,2265; P = 0,2923) para os grupos tratados com agua ou litio, injetados com salina
ou LPS (figura 4), indicando que o tratamento e a presenca de inflamacdo nao

influenciam um no outro.
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Figura 4 - Avaliagdo da memoria espacial no labirinto de Barnes.
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Os animais foram submetidos a avaliagdo da memoria espacial 48h apds a injecéo de 4gua ou LPS.
A diminuic&do da laténcia ao longo dos cinco dias indica o aprendizado da tarefa. Os simbolos e as
barras verticais correspondem as médias * erro padrdo. *: P < 0,01; #: P < 0,01. Agua salina, n=7,;
agua LPS, n=7; litio salina, n=9 e litio LPS, n=9.

4.4 Avaliacdo da memoaria relacionada a estimulo aversivo

Na avaliagdo da memoria relacionada a estimulo aversivo, espera-se que 0S
animais tenham maior laténcia na sessdo de teste (ST), realizada 24h depois da
sessao de aquisicdo (SA). Observamos que todos os grupos aprenderam a tarefa,
isto é, lembraram que n&do deveriam passar para 0 outro lado da caixa,

independentemente do tratamento ou da indugao da inflamacao aguda (Figura 5).
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Figura 5 - Avaliacdo da memodria relacionada a estimulo aversivo em esquiva
inibitoria.
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No dia seguinte ao término da avaliagdo da memoaria espacial, os animais foram submetidos a sesséo
de aquisicdo em esquiva inibitéria. A sessao de teste foi realizada depois de 24h. O aumento da
laténcia em ST indica o aprendizado da tarefa. As colunas e barras verticais representam as
medianas e os intervalos interquartis. SA: Sessdo de Aquisicdo, ST: Sessao de Teste. *: P < 0,05 vs
SA; **: P < 0,01 vs SA.

4.5 Dosagem de IL-6, IL-10 e TNF-a no hipocampo

A fim de confirmar a validade do modelo de inflamacg&o utilizado, foram
avaliadas as concentracdes de interleucina-6 e TNF-a, citocinas pro-inflamatorias, e
interleucina-10, uma das citocinas anti-inflamatoria, no hipocampo dos animais. No
entanto, ndo foi observado aumento das citocinas pro-inflamatérias nos grupos
injetados com LPS, como era esperado (IL-6: Fz26 = 0,4583, P = 0,5044; TNF-a:
Fs.261 =0,5739, P =0.4555; IL-10: F32¢ =1,2582, P =0.2722).
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4.6 Padronizacao dos experimentos de Western-Blotting

A fim de determinar a quantidade 6tima de proteinas a ser utilizada nos
experimentos de western-blotting para deteccdo de colina acetiltransferase (CAT),
glicogénio sintase quinase-3p (GSK-3B) e receptor nicotinico a7, foram realizadas
corridas de eletroforese com diferentes quantidades de proteina total de hipocampo
dos animais do grupo agua salina.

Cada membrana desse ensaio foi incubada com um anticorpo diferente:
anticorpo contra colina acetiltransferase (diluicdo 1:1500; Figura 6A), anticorpo
contra a subunidade a7 (diluicdo 1:750; Figura 6B) e anticorpo contra GSK-3f3
(diluicdo 1:2000; Figura 6C). A partir dessa determinacao, foi escolhida a quantidade

de 25 ug de proteinas totais para a continuacéo das analises.
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Figura 6 - Determinacdo da quantidade de proteina para deteccdo de CAT, a7 e

GSK-3p.
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Autorradiografias e andlise densitométrica em unidades arbitrarias das bandas obtidas em ensaio de
western blotting. Proteinas totais de um animal controle foram colocadas em diferentes quantidades
em cada poco. (A) Autorradiografia e andlise densitométrica obtida em ensaio para deteccao de CAT.
(B) Autorradiografia e andlise densitométrica obtida em ensaio para deteccdo de a7. (C) Analise
densitométrica obtida em ensaio para detec¢éo de GSK-3p.

4.7 Western-blotting para as Enzimas CAT, GSK-3B, pGSK-38 e para o receptor
nicotinico a7

Foram avaliadas as densidades de CAT e do receptor alfa 7 no hipocampo
dos animais a fim de verificar se o estimulo inflamatério ou o tratamento com litio

poderiam interferir no sistema colinérgico.

Com relacdo a CAT, ndo foi observada diferenca entre o0s grupos
(Fi3.13=0,3183, P = 0,5822). A média do grupo agua salina, em unidades arbitrarias
foi: 0,576 + 0,043) (Figura 7), 0 que mostra que nem o tratamento com litio nem a
inflamagéo exerceram efeito sobre a densidade da enzima. Da mesma maneira, ndo

houve diferenca na expressao dos receptores nicotinicos alfa 7 (Fjz13= 0,0822, P =
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0,7788. A média do grupo agua salina, em unidades arbitrarias foi: 0,578 *
0,024)(Figura 8).

Figura 7 - Avaliacdo da densidade da enzima colina acetiltransferase (CAT) no
hipocampo de camundongos.
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As proteinas foram extraidas oito dias apds a injecdo de salina ou LPS. (A) Analise densitométrica,
em unidades arbitrarias, da CAT usando a actina como controle endégeno. As colunas e barras
representam as médias + erro padrdo. Agua salina: n=5; agua LPS, litio salina e litio LPS: n=4. (B)
Autorradiografia representativa obtida em ensaio de western blotting.

Figura 8 - Avaliacdo da densidade de receptores nicotinicos a7 no hipocampo de

camundongos.
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As proteinas foram extraidas oito dias ap0s a injecao de salina ou LPS. (A) Analise densitométrica,
em unidades arbitrarias, de a7 usando a B-tubulina como controle enddgeno. As colunas e barras
representam as médias * erro padrdo. Litio salina: n=5; 4gua salina, agua LPS e litio LPS: n=4. (B)
Autorradiografia representativa obtida em ensaio de western blotting.
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Foi avaliada, ainda, a atividade da GSK-3[3, uma vez que o litio é sabidamente
um inibidor dessa enzima. N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos
(F3.181 = 0.0043, P > 0.05. A média do grupo agua salina, em unidades arbitrarias foi:
1,285 £ 0,268) (Figura 9).

Figura 9 - Avaliacdo da atividade da enzima GSK-33 no hipocampo de

camundongos.
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Para a avaliacdo da atividade da enzima GSK-3@3, foram feitos ensaios para suas formas total e
fosforilada em serina 9 (inativa). A partir das andalises densitométricas de cada uma, com relacdo ao
controle enddgeno B-tubulina, estabelecemos a relacdo da enzima fosforilada pela total. (A) Relagéo
pGSK-3p/GSK-3B, em unidades arbitrarias (U.A.). As colunas e barras representam as médias * erro
padrdo. Agua salina: n=3; litio salina, agua LPS e litio LPS: n=4. (B) Imagem representativa obtida em
ensaio de western blotting.
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5 DISCUSSAO

A resposta inflamatéria ocorre naturalmente e € necessaria a reorganizacao
tecidual. Nesse processo sao recrutadas ceélulas inflamatorias que produzem
citocinas a fim de sinalizar o desenvolvimento de uma cascata de eventos que leva,

ao final, ao retorno do tecido a sua condicéo fisiologica.

Durante o processo de envelhecimento normal ha uma elevacdo de
marcadores pro-inflamatorios, o que pode implicar em recuperacdo mais demorada
de processos e reacdes inflamatorios, além de se tornar fator de risco para outras
doencas (Chung et al., 2009).

O processo inflamatério € acentuado em uma das doengas mais comuns da
velhice, a Doenca de Alzheimer. A DA se caracteriza pela deposicao de placas da
proteina beta-amiloide e emaranhados neurofibrilares em todo o cérebro, sobretudo
no coértex e hipocampo, regides importantes para a formacdo de memorias
(Cammarota et al., 2008; Squire, Kandel, 2003). Em consequéncia, inicia-se 0
processo inflamatério pela ativacdo da microglia e de astrdcitos, que leva ao
aumento da producao de TNF-a (Fillit et al., 1991; Lio et al., 2006; McAlpine et al.,
2009; Meda et al., 1995). Tal processo também pode influenciar as funcdes

cognitivas, como memoria e aprendizagem.

Em 2007, Nunes e colaboradores observaram que, em pacientes com DA, o
comprometimento cognitivo foi menor entre aqueles tratados cronicamente com litio,
além dos classicos anticolinesterasicos. Além disso, recentemente observamos que
o tratamento com microdoses de litio por 18 meses estabilizou a memoria de
pacientes diagnosticados com DA (Nunes et al., 2013).

A fim de avaliar se o tratamento cronico com litio poderia prevenir efeitos
neuroinflamatdérios ap6s uma lesdo aguda, ap0s sete meses de tratamento com o
mineral, foi feita a inducéo de inflamacao com a injecéo intraperitoneal de LPS. Este
€ um modelo amplamente utilizado em trabalhos com objetivo de estudar ativacao

do sistema imunologico, processo inflamatério e sepse.

Nesse trabalho, a inducdo da inflamacdo reduziu significativamente a
mobilidade dos animais tratados com litio e injetados com LPS. No entanto, vale

ressaltar que a exploragao desses animais nao estava prejudicada, uma vez que se
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equiparou a dos animais tratados com 4gua. Observamos que 0s animais tratados
com litio e injetados com salina tiveram mais unidades de deambulacdo e
exploracdo vertical que os outros trés grupos, apesar de ndo ser estatisticamente
significativo. Isso pode ser justificado pelo efeito desinibidor do litio, que leva os
animais a perderem a capacidade de discernir situacbes de perigo e, assim,
exploram mais o ambiente. Estudo de Ackermann et al. (2010) mostra que animais
transgénicos com diminuicdo da atividade da GSK apresentaram maior
hiperatividade e curiosidade em campo aberto. Ferreira et al. (2009) também
verificaram efeito ansiolitico do litio por meio de testes comportamentais, em que 0s
animais submetidos ao labirinto em cruz elevado passaram tempo significativamente
maior nos bracos abertos do aparato. JA 0s animais injetados com LPS tiveram
exploracdo diminuida, mas no mesmo nivel do controle, o que € de se esperar, uma
vez que eles estavam durante o periodo de “sickness behavior”. De qualquer
maneira, tal resultado nao influenciou o desempenho dos animais nos testes de

memoria, que exigem sua locomocao, como foi discutido acima.

Alguns trabalhos mostram que o LPS, por si sé, prejudica a formacédo de
memoria e, assim, o desempenho de camundongos em tarefas cognitivas que
dependem do hipocampo, como memodria espacial e medo contextual (Arai et al.,
2001; Pugh et al., 1998). No presente trabalho foi observado, no labirinto de Barnes,
gque o grupo agua salina aprendeu e lembrou da tarefa. O grupo litio salina
aparentemente apresentou melhor performance, pois apresentou uma menor
laténcia jA no primeiro dia de teste (evidenciada pela complementacdo da andlise
estatistica) e assim permaneceu até o final das observacbes, sugerindo que o
tratamento com litio melhora a percepcéo do que seria o local seguro para o animal,
e mantém essa memoria. Por outro lado, os animais tratados com agua e LPS ja
iniciaram de um patamar mais baixo que o grupo agua salina, o que normalmente
poderia ser interpretado como uma melhor memdria espacial. Nesse caso, uma
possivel explicacdo pode ser o fato de o LPS causar, além dos efeitos inflamatérios,
perda de motivacdo e interesse por novidades, sintomas esperados com essa
injecdo e conhecidos como componentes do “sickness behavior” (Dantzer, 2001).
Isso provavelmente fez com que o animal procurasse mais avidamente o ambiente
fechado, mantendo esse comportamento até o final das observacdes. Ademais, 0s

animais tratados com litio e injetados com LPS, apesar de também comecarem de
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um patamar mais baixo que 0s animais agua salina, apresentaram reducdo
significativa do tempo para achar a caixa de escape nos 4° e 5° dias de observacéo,

evidenciando uma melhor memaria espacial.

Com relacdo a memoria a estimulo aversivo avaliada em esquiva inibitéria, ja
foi demonstrado que a injecao intraperitoneal de LPS em camundongos, 4 horas
antes da avaliacdo da memoaria causou reducédo significativa na laténcia para entrar
na camara escura do equipamento, em relagdo ao grupo tratado com veiculo,
mostrando que com a inflamacdo aguda gerada, os animais ndo conseguem

recuperar a informacéo aprendida (Lee et al., 2008).

No presente trabalho a avaliacgdo da memoaria foi realizada sete dias apds a
inje¢cdo de LPS. Em trabalho realizado recentemente em colaboragdo com nosso
grupo (Vasconcelos et al., em elaboracdo)?, e utilizando protocolo experimental
semelhante, ndo foi observada diferenca estatistica entre a sesséo de aquisicdo e a
sessdo de teste de ratos injetados com LPS. Porém, neste trabalho néo foi
observado prejuizo da memodria de nenhum dos grupos, uma vez que todos
lembraram que nao deviam passar para o lado escuro da caixa. Esse paradigma
leva em consideracdo, além do condicionamento operante (Tinsley et al., 2004) a
experiéncia emocional, de gue situa¢cdes vividas com grande carga emocional, boa
ou ruim, sado importantes para a sobrevivéncia (LeDoux, 2000). Entretanto, cabe
ressaltar que os animais foram mortos e os cérebros retirados no mesmo dia em que
realizaram esse teste. Como fizemos a dosagem de citocinas e verificamos que 0s
niveis de IL-6 e TNF-a ja estavam nos mesmos niveis do grupo controle, podemos
dizer que o processo inflamatério ja estava terminado. Assim, provavelmente,
quando os animais foram submetidos a sessao de aquisicdo na esquiva inibitéria,
eles ja estavam com sua capacidade de aprendizagem e memoria integras

novamente.

Alguns trabalhos mostram que o pico de producéo de citocinas inflamatdérias
acontece por volta de 4 horas apdés a injecdo de uma dose toleravel de LPS e que,
apos 24 horas, os niveis ja voltaram ao basal (Biesmans et al., 2013; Doursout et al.,

2013). Em contrapartida, trabalhos em que a dose de LPS injetada em

% Vasconcelos et al., Lipopolysaccharide-Induced Neuroinflammation and Memory Impairment”. Em
fase de elaboracao.
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camundongos leva a sepse mostram que 0s prejuizos causados pela endotoxemia
sdo mais duradouros, causando alteracdo da expressao de proteinas por 30 dias ou
até 10 meses apoOs a inducdo de neuroinflamacao (Iravani et al., 2005; Qin et al.,
2010; Semmler et al., 2007), podendo apresentar ou nao alteracdo comportamental.
Por essa raz&o utilizamos a dose de 1mg/kg e, para a elaboragdo do protocolo
experimental, baseamo-nos nesses trabalhos. Apesar desse respaldo na literatura,
nao observamos os mesmos efeitos em nosso trabalho. Por isso, os resultados
moleculares referentes ao sistema colinérgico ndo sdo conclusivos e nao respondem
a nossa pergunta, evidenciando a necessidade de ajustes no protocolo. Uma vez
que o processo inflamatorio ja ndo estava mais presente, se houve alguma alteracéo
promovida pelo tratamento com litio ou alguma resposta do sistema colinérgico
durante a inflamacéo, essas alteracdes jA ndo estavam mais presentes no momento

da retirada do cérebro dos animais.

Em nivel molecular, avaliamos a densidade da GSK-3f3, que é o principal alvo
terapéutico do litio e esta altamente envolvida em processos de neuroinflamacéo,
além de participacdo em vias de apoptose e sobrevivéncia celular (Beurel, 2006). O
litio inibe essa enzima ao induzir sua fosforilacdo na serina 9. Com isso, atingem-se
os efeitos clinicos resultantes do tratamento. N&o foi observada diferenca estatistica
entre 0s grupos, apesar de haver um discreto aumento da relacdo pGSK-3p/ GSK-
3B.

Com relacdo ao tratamento com litio, este foi realizado na dose de 0,2 mg/kg
(correspondente a dose utilizada no estudo anterior com humanos), foi iniciado em
animais jovens (2 meses de idade) e perdurou por sete meses. Dessa forma, o
objetivo do desenho experimental usado no presente trabalho foi verificar uma
possivel protecdo dessa dose de litio a inflamacdo aguda induzida por injecdo de

LPS, o que também nao pbde ser de fato verificado pelo motivo supracitado.

Em estudo recente de nosso grupo (Nunes et al., FeSBE 2012) verificamos
gue camundongos C57BI/6 de 18 meses de idade (WT Ctrl) continuam mantendo a
capacidade de aprender a tarefa na esquiva inibitoria. Por outro lado, animais
transgénicos para a doenca de Alzheimer, de mesma idade (TG Controle), nédo
conseguem, minimamente, aprender a tarefa. Aqueles que passaram para o lado
escuro do equipamento na sessao de aquisicéo (Treino), ndo retiveram a informacao

na sessao de teste (Teste) (figura 10). Com o tratamento com litio, na mesma dose
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utilizada no presente trabalho (0,2 mg/kg), por 16 meses (dos 2 aos 18 meses de
idade: WT Li 2m e TG Li 2m) ou por 8 meses (dos 10 aos 18 meses de idade: WT Li
10m e TG Li 10m) houve aumento significativo da laténcia para entrar na camara

escura, evidenciando a formacao da memoria, em todos os grupos estudados.

Figura 10 - Avaliacdo da memodria relacionada a estimulo aversivo de camundongos
transgénicos em esquiva inibitoria.
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Em outro trabalho grupo, animais transgénicos para a doenca de Alzheimer foram submetidos
a esquiva inibitéria quando completaram 18 meses de idade. O aumento na laténcia no teste
indica o aprendizado datarefa. *: P < 0,05; **: P <0,01; ***: P < 0,001.

Dessa forma, é possivel que os efeitos comportamentais desse tratamento
somente sejam evidentes quando ha a presenca de um processo neurodegenerativo
(no caso, acompanhado sabidamente, por instalagdo de processo inflamatorio).
Porém, ndo se pode descartar a possibilidade de a terapéutica com microdoses de
litio ser eficaz em proteger o organismo contra insultos inflamatérios agudos, pois ja
foi demonstrado que o litio preveniu o aumento de mediadores inflamatorios em

culturas primarias e no cérebro de ratos (Basselin et al., 2010; Wang et al., 2010).

A avaliacdo do consumo de agua pelos animais foi feita a fim de possibilitar o

calculo da quantidade média de litio ingerida. Foi observado que os animais tratados
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com litio consumiram, em média, 50% mais agua que 0s animais tratados com agua

normal, mas a quantidade de litio ingerida foi a esperada, 0,2 mg/kg.

Embora a farmacocinética do litio varie consideravelmente entre individuos, o
volume de distribuicdo e a taxa de excrecdo desse ion sao relativamente estaveis. O
lito € um céation monovalente e tem caracteristicas semelhantes ao soédio e ao
potdssio, por serem do mesmo grupo quimico. No néfron, apdés o processo de
filtragcdo, 80% do litio & reabsorvido no tubulo proximal. Esse mecanismo ocorre,
provavelmente, por competicdo com transportadores de sodio, uma vez que
periodos ocasionais de perda de soédio (por exemplo, por doencas intercorrentes ou
restricdes de fluidos e eletrolitos) aumentam a retencao desse ion. Entretanto, 0 uso
de diuréticos espoliadores de sodio, como os tiazidicos, também aumentam a
retencdo de litio (Baldessarini, Tarazi, 2001). Sob tratamento com litio, h4 aumento
da excrecao de sdadio levando, consequentemente a polidria e polidipsia. Apesar da
dose usada nesse projeto ser mil vezes menor que a usada para o tratamento do
transtorno bipolar, 0 aumento do consumo de agua observado ao longo de doze
semanas nesse trabalho pode ser decorrente do efeito do litio nos rins. Mailman
(1983) constatou, ainda, que o litio aumentou o nivel plasmatico de renina e
angiotensina | e Il podendo, portanto, aumentar a sensagéo de sede. Os rins foram
retirados e congelados, o0 que possibilita a analise histopatolégica nesses 6rgaos.
Além disso, o sangue foi coletado e o soro, separado, podendo ser utilizado para

dosagem de creatinina e litemia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, a terapéutica com microdoses de litio tem se mostrado eficaz
em reduzir os prejuizos cognitivos em modelos animais de neurodegeneracéo, que
possuem um processo inflamatério concomitante, e em animais velhos, que, por
possuirem perfil imunolégico naturalmente alterado, podem apresentar esses

sintomas.

Uma vez que neste estudo foram utilizados animais jovens, verificamos que a
inducdo da inflamacdo aguda ndo foi capaz de causar danos aos processos de
aprendizagem e memoria de longo prazo, refletidos nos testes comportamentais,

independentemente do tratamento crénico com microdoses de litio ou agua.

Ainda, como ao final do protocolo experimental os animais ndo estavam mais
sob o cenério inflamatorio pretendido com a injecdo de LPS, planejamos repetir os
experimentos, tratando os animais com microdoses de litio pelo mesmo tempo e
induzindo a inflamacéo com LPS. Os animais serdo mortos, entretanto, apés 2 horas
da injecdo do LPS, tempo no qual ha comprovadamente um aumento significativo
das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1p no sangue e cérebro dos animais (Munhoz et al.,
2010; Terrando et al., 2010). Com isso, esperamos obter as respostas que nos

propusemos no inicio desse projeto.
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