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RESUMO

A neuroinflamacdo é uma resposta inflamatéria desenvolvida por mediadores quimicos e
expressa por alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e comportamentais. E desencadeada por
toxinas como o lipopolissacarideo (LPS), induzindo a sintese de citocinas, por exemplo, a pro-
IL-1B, a qual sera maturada pelo inflamassoma NLRP3, um complexo proteico cuja montagem
é ativada por estimulos como a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). A N-
acetilcisteina (NAC) possui acdo antioxidante direta e indireta no ciclo da glutationa (GSH),
principal antioxidante celular. Este trabalho tem como objetivo investigar os efeitos do
tratamento com NAC comportamento tipo-doentio no modelo de neuroinflamacao induzida por
LPS. Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, distribuidos em quatro grupos:
controle, NAC, LPS e LPS + NAC, e foram tratados com salina (0,9% NaCl), NAC (100
mg/kg), LPS (0,33 mg/kg) e LPS associado a NAC, respectivamente. Durante sete dias 0s
animais receberam salina ou NAC por via oral. Ao final deste periodo, foi administrado salina
ou LPS por injecdo intraperitoneal. Apds quatro horas, os grupos foram submetidos a avaliacdo
comportamental nos testes de interacdo social e borrifagem de sacarose, seguida de eutanasia e
dissecacao de cértex pré-frontal e hipocampo. A administracdo de LPS causou prejuizo no
comportamento social, evidenciado por reduc@es significativas no nimero e no tempo de
interacdo com outro camundongo, e o tratamento com NAC nédo foi capaz de proteger os
animais deste efeito. A mesma resposta foi observada no comportamento de autolimpeza, o
qual apresentou-se reduzido nos grupos que receberam LPS nos parametros de nimero e tempo
de limpeza, entretanto, o tratamento com NAC foi capaz de proteger os camundongos do
aumento no tempo de laténcia de interacéo induzida por LPS. Estes resultados corroboram com
trabalhos prévios da literatura, os quais ndo descrevem diferencas significativas relacionadas a
administracdo de NAC sobre parametros comportamentais de interacdo social e autolimpeza.
O tratamento subcronico com NAC ndo previne a manifestagcdo do comportamento tipo-doentio
induzido por LPS.

Palavras-chave: N-Acetilcisteina. Lipopolissacarideo. Estresse Oxidativo. Neuroinflamacéo.
Comportamento tipo-doentio.



ABSTRACT

Neuroinflammation is an inflammatory response developed by chemical mediators and
expressed by biochemical, physiological and behavioral changes. It is triggered by toxins such
as lipopolysaccharide (LPS), inducing the synthesis of cytokines, for example, pro-IL-1p,
which will be matured by the NLRP3 inflammasome, a protein complex which assembly is
activated by stimuli such as generation of reactive oxygen species (ROS). N-acetylcysteine
(NAC) has direct and indirect antioxidant action through the glutathione (GSH) cycle, the main
cellular antioxidant. This work aims to investigate the effects of NAC treatment on LPS-
induced neuroinflammation model. Male Swiss mice were distributed in four groups: control,
NAC, LPS and LPS + NAC, and treated with saline (0.9% NaCl), NAC (100 mg/kg), LPS (0.33
mg /kg) and LPS associated with NAC, respectively. For seven days the animals received saline
or NAC orally. At the end of this period, saline or LPS was administered by intraperitoneal
injection. After four hours, the groups were submitted to behavioral assessment in the social
interaction and splash tests, followed by euthanasia and dissection of prefrontal cortex and
hippocampus. LPS administration caused impairment in social behavior, evidenced by
significant reductions in the number and time of interaction with another mice, and NAC
treatment was not able to protect the animals from this effect. The same response was observed
in grooming behavior, which was reduced in the groups that received LPS in the parameters of
number and time of grooming, but treatment with NAC was able to protect mice from the
increase in latency to interaction induced by LPS. These results are in accordance with previous
studies in the literature, which do not describe significant differences related to NAC
administration on behavioral parameters of social interaction and grooming. Subchronic
treatment with NAC does not prevent the manifestation of LPS-induced sickness behavior.

Keywords: N-Acetylcysteine. Lipopolysaccharide. Oxidative Stress. Antioxidants. Central
Nervous System.
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1 INTRODUCAO

1.1  NEUROINFLAMACAO

A neuroinflamacdo corresponde a uma condicdo de carater inflamatdrio que afeta o
sistema nervoso central (SNC). E desencadeada por estimulos potencialmente nocivos ou
mecanismos neuroprotetores, que iniciam uma resposta imune mediada por citocinas e
mediadores inflamatorios produzidos, principalmente, por células da microglia (DANTZER et
al., 2008). Manifestada por eventos bioquimicos, imunoldgicos, fisiologicos e comportamentais
(DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; LASSELIN et al., 2020).

Os possiveis desfechos provocados pela neuroinflamacao dependem do fator causal e
da geracdo de mediadores anti ou pro-inflamatdrios através da ativacao microglial e sinalizacédo
celular (TANG; LE, 2016; CHIU et al., 2016). Em condi¢bes controladas, a inflamagéo
promove reparo tecidual e remodelamento em resposta a menores insultos ou plasticidade
neuronal consequente de processos de aprendizagem e memdria. De outro modo, sob
circunstancias infecciosas, exposicdo a neurotoxinas, graves lesbes ao SNC ou estimulos
crbnicos, como no contexto das doengas neurodegenerativas, esta resposta geralmente é
expressa por maior severidade e induz efeitos deletérios no tecido nervoso (DISABATO;
QUAN; GODBOUT, 2016), como morte celular, danos neuronais, prejuizos de cognicao e
memoria (SHABAB et al., 2017; HEIN e O’BANION, 2009; ZHAO et al., 2019). Em relagdo
aos aspectos comportamentais, a literatura descreve a ocorréncia de um padrdo de alteracGes
conjuntamente nomeado de comportamento tipo-doentio, caracterizado por um estado de
letargia, depressd@o, hipofagia, reducdo na locomocéo, exploracdo, autolimpeza, interacéo
social, maternal e sexual, além de resposta febril ou hipotermia (KELLEY et al., 2003;
LASSELIN et al., 2020; SHIRAKI et al, 2021).

O comportamento tipo-doentio € uma consequéncia das acOes de mediadores
inflamatdrios, principalmente a interleucina-1p (IL-1pB), o fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
e a interleucina-6 (IL-6) (DANTZER et al., 2008). Um dos fatores que promovem a sintese
destes mediadores é a presenca de infeccGes sistémicas, causadas por agentes patogénicos como
o lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina derivada da membrana externa de bactérias gram-
negativas (ERICKSON e BANKS, 2011; QIN et al., 2007). Estudos prévios demonstram que a

exposicao sisttmica ao LPS é capaz de induzir o comportamento tipo-doentio em roedores



16

mediante a ativacdo da microglia e produgdo de mediadores inflamatérios, o que desencadeia a
neuroinflamac&o em resposta ao estimulo infeccioso (HOOGLAND et al., 2015).

No SNC, a porcéo lipidica do LPS é reconhecida pelo receptor do tipo Toll 4 (TLR4, do
inglés, Toll-like receptor 4) expresso por células da glia (PARK et al., 2009), formando uma
interacdo responsavel por desencadear uma sequéncia de reacGes de fosforilagdo. Esta cascata
é iniciada pelo fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88, do inglés Myeloid differentiation
factor 88) e pelo adaptador indutor de interferon-B contendo dominio TIR (TRIF, do inglés TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-g), que recruta o complexo IkB quinase (IKK,
do inglés lkappaB kinase) que atua fosforilando a proteina IkB. Normalmente, esta proteina
forma uma unidade com o fator nuclear kappa B (NF-«kB) no citosol, e sua fosforilagdo tem
como finalidade desvincular o NF-xB para sua translocacdo até o nucleo celular (GLEZER et
al., 2000; SAKAI et al., 2017; DORRINGTON e FRASER, 2019). A atividade do NF-kB no
nacleo permite a transcricdo de citocinas ativas, como IL-6, ou pré-citocinas, como a pro-IL-
1B, proteinas traduzidas em formas inativas, que sdo submetidos a um processo de maturagéo
dependente da acdo do inflamassoma para assumir a conformacao ativa (LIU et al., 2017).

O inflamassoma corresponde a um complexo de proteinas que apresenta atividade
proteolitica e realiza a maturacgéo das citocinas IL-1p e IL-18. A sua montagem ocorre por meio
da oligomerizacgdo de trés elementos principais: a proteina NLR contendo dominio pirina 3
(NLRP3, do inglés NACHT, LRR, and PYD domains-containing protein 3), a proteina associada
a apoptose com dominio CARD (ASC, do inglés apoptosis associated speck like protein
containing a CARD) e a enzima caspase-1. A unidade NLRP3 contém um dominio rico em
repeticGes de leucina (LRR, do inglés leucine-rich repeat), um dominio de oligomerizacdo
ligante de nucleotideo (NATCH ou NOD, do inglés nucleotide-binding and oligomeration
domain) e um dominio pirina 3 (PYD, do inglés pyrin domain). A ASC atua como ligante entre
as demais estruturas do complexo (Figura 1). A montagem deste complexo culmina na ativagéo
do terceiro elemento da estrutura, a enzima caspase-1, responsavel pela formacéo de citocinas
biologicamente ativas, a partir da clivagem de proteinas inativas oriundas da transcri¢ao génica
executada pelo NF-kB (ABDERRAZAK et al., 2015; ELLIOTT; SUTTERWALA, 2015;
WILMANSKI; PETNICKI-OCWIEJA; KOBAYASHI, 2008).
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Figura 1 - Estrutura proteica do inflamassoma NLRP3.
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O complexo inflamassoma é formado pelas unidades: NLRP3, ASC e caspase-1. A ligacdo destes componentes é
intermediada pela proteina ASC, a qual conecta-se com o NLRP3 por meio da interacdo de dominios de pirina, e
em outra extremidade utiliza um dominio CARD para ligar-se a enzima caspase-1. ASC: proteina associada a
apoptose com dominio CARD; CARD: dominio de recrutamento e ativacdo de caspases; LRR: dominio rico em
repeticdes de leucina; NATCH/NOD: dominio de oligomerizagdo ligante de nucleotideo; NLRP3: proteina NLR
contendo dominio pirina 3. Fonte: Modificado de ABAIS et al., 2015.

O recrutamento para montagem do inflamassoma é desencadeado pelos mecanismos
de priming e ativacdo. A fase de priming € iniciada pela ligacdo de IL-1p ou TNF-a com
receptores de membrana, ou pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs, do inglés damage-associated molecular patterns) ou padrées moleculares associados
a patégenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns), como ocorre na
interacdo entre LPS e TLR4 para deflagrar a via sinalizacdo de NF-«B, o elemento-chave desta
fase, para induzir a expressédo de NLRP3 e pro-IL-1p. Esta etapa também ¢ responsavel por
modificacdes pos-traducionais que ocorrem, principalmente, por processos de desubiquitinacao
e fosforilagdo dos dominios de NLRP3, os quais também atuam como sitios de regulacdo do
inflamassoma. Em seguida, a fase de ativacao é a etapa necessaria para executar a montagem
do inflamassoma e iniciar a atividade proteolitica de caspase-1. E desencadeada por diversos
estimulos incluindo mudancas no fluxo iénico de K* e Ca?*, fagocitose de particulas toxicas,
RNA viral, dano lisossomal, disfungdo mitocondrial e producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (ABAIS etal., 2015; ELLIOTT; SUTTERWALA, 2015; KELLEY etal., 2019;
SWANSON; DENG,; TING, 2019) (Figura 2).

A geracdo de ERO parece ser um acréscimo imprescindivel para a ativagdo do

inflamassoma NLRP3 (TSCHOPP; SCHRODER, 2010; ELLIOTT; SUTTERWALA, 2015).
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Os provaveis mecanismos que baseiam esta hipoOtese incluem a desintegracdo da unidade
formada pela proteina de interagdo com a tiorredoxina (TXNIP) e tiorredoxina (Trx) induzida
pelo estresse oxidativo, permitindo a interacdo de TXNIP com o componente NLRPS3,
2010; MEYERS e ZHU, 2020) ou a
inibicdo da enzima NADPH-oxidase (NOX), uma das fontes de geracdo de ERO, capaz de
impedir a ativagdo de caspase-1 e a sintese de IL-1B (CRUZ et al., 2007; YU et al., 2016).

necessaria para a ativacdo do complexo (ZHOU et al.,

Figura 2 — Mecanismos de recrutamento do inflamassoma NLRP3.
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O recrutamento do inflamassoma NLRP3 para a producdo de IL-1p é desencadeado por duas etapas. A fase de
priming é desencadeada por ligantes de TLR, como o LPS, ou ativacao de receptores de citocinas, sendo necessaria
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para a sintese proteica de mediadores inflamatérios e NLRP3. A fase de ativagdo depende de eventos celulares
como o efluxo de K* e Ca?*, fagocitose de particulas nocivas e producéo de ERO, oriundos da enzima NADPH
oxidase, da disfuncdo mitocondrial ou lisossomal e estresse no reticulo endoplasmatico, que contribuem para a
montagem do inflamassoma e ativacdo da sua por¢do proteolitica, a enzima caspase-1. DAMP: padrdo molecular
associado a dano; ERO: espécie reativa de oxigénio; IL-1p: interleucina-1p; LPS: lipopolissacarideo bacteriano;
NF-kB: fator nuclear kappa B; NLRP3: proteina NLR contendo dominio pirina 3; PAMP: padrdo molecular
associado a patogenos; RE: reticulo endoplasmatico; TLRs: receptores tipo Toll; TXNIP: proteina de interagdo
com a tiorredoxina. Fonte: modificado de ABAIS et al., 2015.

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA ANTIOXIDANTE ENDOGENO

Em condicbes fisioldgicas, a sintese de ERO, moléculas originadas a partir de reacdes
de reducdo do oxigénio, ocorre em consequéncia de processos metabdlicos celulares, como a
atividade enzimatica da NOX ou geracdo de ATP pela cadeia respiratéria na mitocéndria,
considerada a maior fonte de espécies reativas, produzindo o anion superoxido (O2 =), que é
substrato para a formacdo de peroxido de hidrogénio (H20.), o qual é neutralizado em forma
de agua ou reduzido para um novo radical hidroxila ("fOH). As ERO possuem um grande
potencial oxidativo em relacdo a macromoléculas celulares (MOLDOGAZIEVA et al., 2020;
SLIMEN et al., 2014). Em um contexto de desequilibrio entre a sua geracao e neutralizacdo, ha
um nivel crescente destes elementos, caracterizando um estado de estresse oxidativo, no qual
importantes estruturas celulares estardo sujeitas a danos por oxidacao ou peroxidacao, incluindo
acidos nucleicos, lipideos e proteinas (MENDES; PEREIRA; ANGELIS-PEREIRA, 2020;
SLIMEN et al., 2014). Uma série de caracteristicas estruturais e bioquimicas, confere ao tecido
cerebral uma maior suscetibilidade a danos oxidativos, principalmente, a maior taxa metabdlica,
aumento da fosforilacdo oxidativa, defesa antioxidante reduzida e abundancia de acidos graxos
insaturados sujeitos a peroxidacdo lipidica (COBLEY; FIORELLO; BAILEY; 2018; CHEN;
ZHONG; 2014).

A defesa da integridade celular através da degradacdo de ERO é executada pelo
sistema antioxidante enddgeno, constituido por enzimas que catalisam reacfes de oxirredugao.
O grupo de enzimas superoxido dismutases (SOD) atuam na conversdo do anion superoxido
(O2"), acrescido do cation hidrogénio (H"), em oxigénio (O.) e peroxido de hidrogénio (H20>),
o qual é substrato para as enzimas catalases (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
peroxirredoxinas (Prx). A CAT, de forma independente, é responsavel pela dissociacéo de H.O>
em agua (H20) e Oz, enquanto as enzimas GPx e Prx decompdem H>O, em H20 através da
transferéncia de elétrons derivados, respectivamente, de glutationa (GSH) e tiorredoxina (Trx)

reduzidas. Simultaneamente a reacdo catalisada por GPx, a GSH é oxidada pela enzima
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glutationa oxidase (GO), doando elétrons para a reducao de H20, (MOLDOGAZIEVA et al.,
2020; COLLIN, 2019). A glutationa oxidada (GSSG) resultante sera reconvertida para GSH
pela reducdo catalisada pela enzima glutationa redutase (GR), utilizando o fosfato de
dinucleotideo de adenina e nicotinamida reduzido (NADPH) como concessor de elétrons,
formando o fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida oxidado (NADP™). Na a¢édo
antioxidante de Prx, a neutralizacdo de H.O; ocorre por oxidagdo da propria enzima, que é
reconvertida para sua forma reduzida recebendo elétrons da Trx reduzida (MOLDOGAZIEVA
et al., 2020; MENDES; PEREIRA; ANGELIS-PEREIRA, 2020). Para a manutencdo desta
funcdo dependente de Trx, a enzima tiorredoxina redutase (TrxR) realiza a adi¢do de elétrons
na tiorredoxina oxidada (Trx-S>), empregando o NADPH como agente redutor para a ressintese
de Trx reduzida (MUSTACICH; POWIS, 2000) (Figura 3).

Figura 3 — Sistema antioxidante enzimatico.
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Principais reacfes quimicas de neutralizacdo de ERO catalisadas pelo sistema antioxidante enzimético. A enzima
NADPH-oxidase é uma das fontes celulares geradoras de ERO, responsavel pela producéo do O, ~*, um radical
neutralizado por a¢do da SOD. Um dos produtos da reacao catalisada pela enzima SOD, é o radical H,0,, que sera
convertido em H,O e O, pelas das enzimas CAT, GPx e Prx ou reduzido em ‘OH. A decomposicdo de H,0- pela
enzima GPx é dependente do ciclo de oxirreducdo de GSH ou de Trx na reagdo catalisada por Prx, ambos os ciclos
utilizam NADPH como doador de elétrons. CAT: catalase; GO: glutationa oxidase; GPx: glutationa peroxidase;
GR: glutationa redutase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; H*: cation hidrogénio; H,0,:
peroxido de hidrogénio; O,: molécula de oxigénio; NADP*: fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
oxidado; NADPH: fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida reduzido; O, ~*: radical superdéxido; ‘OH:
radical hidroxila; Prx: peroxirredoxina; SOD: superdxido dismutase; TrxR: tiorredoxina redutase; Trx-S:
tiorredoxina oxidada; Trx-(SH): tiorredoxina reduzida. Fonte: elaborado pela autora.
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Entre os recursos antioxidantes enddgenos, os mecanismos dependentes de GSH
demonstram ter uma fungdo critica para a manutencdo do equilibrio redox celular. Além da
coparticipagdo na reducdo de H»O2, a GSH é utilizada nas reagdes de S-glutationilag&o,
alteracdes pos-traducionais reversiveis decorrentes da incorporacao de glutationa em residuos
especificos de cisteina de proteinas, um mecanismo que previne a oxidacdo de macromoléculas
essenciais (MIEYAL; CHOCK, 2012; GIUSTARINI et al., 2004). Outras influéncias da GSH
sobre o balan¢o redox sdo determinadas pelo seu nivel intracelular e taxa entre a concentracdo
em forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), que geram efeitos sobre a regulacdo na atividade
de fatores nucleares, incluindo o NF-kB (FRATELLI et al., 2005; PINEDA-MOLINA et al.,
2011), citotoxicidade através da expressao de p53 causando apoptose de células nervosas (DU
et al., 2008), e danos neuronais e cognitivos consequentes da deplecdo de glutationa em
processos neurodegenerativos e doencas neuropsiquiatricas (AOYAMA; NAKAKI, 2013;
GONZALEZ-FRAGUELA et al., 2018; GU; CHAUHAN; CHAUHAN, 2015).

1.3 N-ACETILCISTEINA E ACAO ANTIOXIDANTE

A N-acetilcisteina (NAC) é um farmaco da classe dos expectorantes com acao
mucolitica, constituido pela forma acetilada do aminoacido L-cisteina. Sua aplicacdo clinica é
principalmente direcionada para doencgas respiratorias e gastrointestinais, intoxicacdo por
paracetamol e disfuncdes neuroldgicas e psiquiatricas (MOKHTARI et al., 2017; SALAMON
et al., 2019). Além das propriedades mucoliticas, a NAC apresenta acdo antioxidante direta
através do grupo tiol (-SH) livre em sua composicdo, o qual neutraliza radicais livres, ou
indireta por meio da sua insercdo no ciclo de GSH (DHOUIB et al., 2016; SAMUNI et al.,
2013). Estudos recentes buscam avaliar os efeitos antioxidantes e neuroprotetores da utilizacdo
de NAC como tratamento em processos inflamatdrios ou neurodegenerativos, e 0s mecanismos
envolvidos com suas ag¢Oes farmacoldgicas (TARDIOLO; BRAMANTI; MAZZON, 2018).

A atividade antioxidante direta da NAC envolve a reacdo redox entre o grupo tiol
presente em sua composicdo com ERO ou espécies reativas de nitrogénio (ERN),
principalmente com os radicais hidroxila (‘'OH), diéxido de nitrogénio (‘NO.) e triéxido de
carbono (COs ), e apresenta menor potencial redutor em relagéo ao radical superdxido (02 ")
e peroxido de hidrogénio (H202) (SAMUNI et al., 2013).

Como mecanismo antioxidante indireto, a NAC é responsavel pelo aumento na
disponibilidade de cisteina (SHAHRIPOUR; HARRIGAN; ALEXANDROV; 2014), um dos
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precursores da sintese de GSH, produzida a partir de uma molécula de glutamato e uma cisteina,
formando y-glutamilcisteina, que é combinada com o aminoacido glicina por a¢do da glutationa
sintetase (GS), originando a GSH (GU; CHAUHAN; CHAUHAN, 2015). No ceérebro, esta
sintese € modulada pela disponibilidade dos precursores glicina e glutamato, que desempenham
fungbes como neurotransmissores, portanto, ndo estdo disponiveis amplamente no meio
extracelular. A cisteina é o componente menos disponivel no tecido nervoso, em razéo de seus
efeitos neurotdxicos provocados por altas concentragdes deste aminoéacido. A vista disso, atua
como um dos reguladores da producéo de GSH (DRINGEN; HIRRLINGER, 2003; AOYAMA,
NAKAKI, 2013). A maior oferta intracelular de cisteina derivada de NAC promove a
manutencdo do nivel de GSH e consequente otimizacdo da defesa antioxidante e sobrevivéncia
celular (SHAHRIPOUR; HARRIGAN; ALEXANDROV, 2014).

Além de efeitos antioxidantes, a NAC demonstra ter acdo farmacologica em outros
fatores relacionados a ativacdo do inflamassoma e neuroinflamag&o. Estudos in vitro e in vivo
evidenciam a reducdo na ativacdo de NF-«xB, associada a maior expressao de p53 e proteina
IxB (CHEN et al., 2008; PAJONK et al., 2002; WANG et al., 2013). Em relacdo as citocinas
pré-inflamatorias, a administracdo de NAC promoveu a diminuicdo a producdo de TNF-a em
células expostas ao LPS e a producdo de IL-1pB, IL-6 e TNF-a no tecido cerebral de roedores
expostos a citotoxidade induzida por cisplatina ou estresse crénico (ABDEL-WAHAB e
MOUSSA, 2019; FERNANDES e GUPTA, 2019; KARAPINAR et al., 2016).

Em modelos animais, alguns dos efeitos da NAC relacionados a aspectos bioquimicos
e comportamentais ja foram descritos na literatura. Um modelo de neuroinflamacéo induzida
por estresse cronico evidenciou que o tratamento de 7 dias com NAC (50 e 100 mg/kg — oral)
preveniu o prejuizo locomotor e ocorréncia de imobilidade, e aumentou os niveis de serotonina
no hipocampo e cortex pré-frontal (FERNANDES; GUPTA, 2019). Um estudo com filhotes de
roedores que receberam LPS (2 mg/kg — i.p.) durante 3 dias, demonstrou que o tratamento
crénico (23 dias) com NAC (150 mg/kg — oral) evitou a reducédo das funcbes enzimaticas de
CAT e SOD, e a deplecdo de glutationa no hipocampo (RODRIGUES et al., 2013). Outra
pesquisa realizada com ratos adultos submetidos a bulbectomia olfatoria, identificou aumento
significativo da atividade enzimatica da SOD no cértex frontal, hipocampo e estriado dorsal,
em resposta ao tratamento cronico (10 dias) com NAC (50 e 100 mg/kg — i.p.) (SMAGA et al.,
2012).
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1.4 PERGUNTA DE PESQUISA

A questao desta pesquisa é baseada na estratégica PICO, considerando: camundongos
que apresentam comportamento tipo-doentio induzido por LPS como a Populacéo; tratamento
com N-acetilcisteina como a Interven¢do; camundongos que apresentam comportamento tipo-
doentio induzido por LPS e ndo receberam tratamento com NAC como Comparador; prevencgédo
do comportamento tipo-doentio como Desfecho.

“O tratamento com N-acetilcisteina previne o comportamento tipo-doentio induzido

por LPS em camundongos?”’

1.5 JUSTIFICATIVA

A neuroinflamacdo é uma condicédo relacionada a uma série de doencas infecciosas,
neuropsiquidtricas, neurodegenerativas e até mesmo ao processo de envelhecimento. Os
desfechos associados a esta resposta inflamatdria correspondem a prejuizos de cognicao e
memoria ou disfuncdes motoras, causados por morte neuronal, degeneracdo axonal e danos a
bainha de mielina (CHEN; ZHANG; HUANG, 2016; STEPHENSON et al., 2018). Os
antioxidantes demonstram ser uma estratégia terapéutica potencialmente aplicavel em quadros
de depressdo, esquizofrenia, esclerose lateral amiotrofica, esclerose multipla, doenca de
Huntington, doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson (MOKHTARI et al., 2017
VEURINK; PERRY:; SINGH, 2020). Os efeitos da NAC no sistema antioxidante enddgeno, na
producdo de citocinas e nas manifestagdes comportamentais, indicam uma estratégia
farmacoldgica com potencial para inibir a neuroinflamacdo e o comportamento doentio
induzidos por LPS, e possivelmente atuar como um complemento para a defesa antioxidante
enddgena na forma de intervencdo preventiva ao estresse oxidativo envolvido em processos

patoldgicos de doencas neurodegenerativas.

1.6 HIPOTESE

O efeito antioxidante da NAC impede o acumulo intracelular de ERO e
consequentemente inibe a liberacdo de TXNIP e sua fungdo na ativacdo do inflamassoma
NLRP3. Desta forma, a maturacdo de IL-1p sera reduzida, e este mecanismo previne a

manifestacdo do comportamento tipo-doentio induzido por LPS.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do tratamento subcronico com NAC na manifestagdo do
comportamento tipo-doentio do modelo de neuroinflamacdo induzida por LPS em
camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o efeito do tratamento subcrénico com NAC sobre parametros fisiol6gicos de

alteracdo do peso corporal e consumo de agua e racgéo.

e Avaliar o efeito do tratamento subcrénico com NAC sobre a possivel alteracdo da

temperatura central induzida por LPS.

e Avaliar o efeito do tratamento subcrénico com NAC no comportamento tipo-doentio
induzido por LPS, determinado por parametros comportamentais de interacdo social e

autolimpeza.
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3METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Os procedimentos experimentais foram executados de acordo com as recomendacdes
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foram aprovados
pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da UFSC — protocolo N° 8614220419
(Anexo A).

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, de 10 semanas de idade,
obtidos do biotério central da UFSC e acondicionados no biotério setorial do Laboratdrio de
Biologia do Exercicio (LABIOEX) vinculado ao Centro de Ciéncias, Tecnologias e Saude,
localizado na UFSC — Campus Ararangua. O uso exclusivo de animais machos foi limitado pela
possivel influéncia do ciclo estral nos pardametros comportamentais (GIACOMETTI; HUH;
RAGHUPATHI, 2021) que foram avaliados, e pela impossibilidade de reproducdo do
experimento em camundongos fémeas devido ao curto prazo para a execucdo do projeto. Os
animais foram alojados em gaiolas de polipropileno em grupos de 3 animais por caixa (30 x 20
x 13 cm), mantidos em temperatura controlada (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas,
iniciando o ciclo claro as 7:00h, com acesso ad libitum a &gua potavel e ragdo comercial padréo
(marca Puro Trato fornecida pelo Biotério Central da UFSC). Apoés a realizacdo dos testes
comportamentais, 0s animais foram anestesiados e eutanasiados por decapitacdo. Os tecidos do
cortex pré-frontal e hipocampo foram dissecados e armazenados a - 80°C para utilizacdo em

analises bioquimicas, futuramente.

3.2 TRATAMENTOS E DESENHO EXPERIMENTAL

ApoOs o periodo de ambientagdo no biotério, os camundongos receberam uma
administracao diaria de salina ou NAC por via oral (gavagem) durante sete dias. A escolha da
administracdo por via oral foi baseada na aplicacdo da NAC em ensaios clinicos como
suplementacdo (DEVRIM-LANPIR; HILL; KNECHTLE, 2021; PIRABBASI et al., 2016). No
oitavo dia, foi realizada a administracéo de LPS ou salina por inje¢&o intraperitoneal (i.p.). Apés
quatro horas, os animais foram submetidos a avaliacdo de comportamento, seguida de anestesia
(xilazina 10 mg/kg e quetamina 100 mg/kg, i.p.), eutanasia e dissecacdo do encéfalo para testes

bioquimicos (Figura 4). Assim, os animais foram divididos em quatro grupos: (CTL) grupo
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controle, tratado com veiculo de NaCl 0,9%; (LPS) grupo LPS, tratado exclusivamente com
LPS (Escherichia coli LPS; 0,33 mg/kg; serotipo 0127:B8); (NAC) grupo NAC, tratado
exclusivamente com NAC (100 mg/kg); e (LPS+NAC) grupo LPS + NAC tratado com LPS
associado a NAC. A escolha da dose de LPS foi baseada em trabalhos prévios que identificaram
um aumento na expressdo génica no cortex e hipocampo, e na concentracdo plasmatica de IL-
1B em camundongos (HENRY et al., 2008; HENRY et al., 2009). A dose de NAC foi
determinada a partir de estudos que demonstraram a sua a¢do na reducdo da concentracdo de
citocinas pro-inflamatdrias e aumento na atividade enzimatica antioxidante no tecido cortical e
hipocampo, e em aspectos comportamentais relacionados a locomogédo (FERNANDES;
GUPTA, 2019; SMAGA et al., 2012; GARG et al., 2018).

Figura 4 - Desenho experimental.
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Durante sete dias 0s animais receberam uma administracdo diaria por via oral (gavagem) de NAC (100 mg/kg) ou
salina (0,9 NaCl) de acordo com o grupo correspondente. O peso corporal foi avaliado no dia anterior (dia 0) e no
dia final do tratamento oral (dia 7). No oitavo dia, a temperatura central foi avaliada e em seguida os animais
receberam LPS (0,33 mg/kg) ou salina (0,9 NaCl) por injecdo intraperitoneal. Quatro horas apds a injecéo i.p., a
temperatura central foi reavaliada e logo apds os animais foram submetidos aos testes de interacdo social e
borrifagem de sacarose para avaliacdo comportamental, com duracdo de 5 minutos por teste, totalizando 15
minutos. Em seguida, os animais foram anestesiados (xilazina 10 mg/kg e quetamina 100 mg/kg i.p.) e
eutanasiados. A estrutura encefélica foi retirada para a dissecacdo do cortex pré-frontal e hipocampo. i.p.:
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intraperitoneal; LPS: lipopolissacarideo bacteriano; NAC: N-acetilcisteina; SAL: salina. Fonte: elaborado pela
autora em BioRender®©.

3.3 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os testes comportamentais foram realizados quatro horas apds a administracdo
intraperitoneal de LPS ou salina. Todos os testes foram executados durante o ciclo claro dos

animais e documentados em video para realizacdo das analises.

3.3.1 Interagéo social

Para avaliacdo da interacdo social, uma fémea foi introduzida no mesmo ambiente em
gue se encontrava o camundongo macho. Ambos animais ficaram livres para interagir durante
5 minutos. Foram consideradas interacdes, 0s comportamentos de perseguir a fémea e farejar o
nariz, corpo ou regido anogenital da fémea (HSIEH et al., 2017). Neste teste foram avaliados
0s parametros: numero de interacdes (nimero total de vezes), tempo de interacdo (tempo total
em segundos) e laténcia de interacao (tempo em segundos do inicio do teste até a ocorréncia do

primeiro contato com a fémea).

3.3.2 Teste de borrifagem de sacarose

O teste de borrifagem de sacarose foi aplicado para avaliar o comportamento de
anedonia dos camundongos através da autolimpeza (grooming), caracterizada por limpeza da
pelagem através de lambidas ou raspagens. A acdo de grooming foi induzida artificialmente por
meio de uma Unica borrifagem de solucdo contendo 10% de sacarose no dorso do animal
(D’AUDIFFRET et al., 2010). A avaliagéo teve duracdo de 5 minutos, e foram analisados 0s
parametros: laténcia de grooming (tempo em segundos do inicio do teste até a ocorréncia do
primeiro grooming), nimero (namero total de vezes) e tempo de grooming (tempo total em

segundos).
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3.4 AVALIACAO DO CONSUMO HIDRICO E ALIMENTAR

O consumo hidrico e alimentar foi monitorado diariamente do primeiro ao sétimo dia
de tratamento por via oral. A cada 24 horas, a quantidade de agua de cada gaiola era transferida
para uma proveta para mensuragdo do consumo em mL, e a racdo era transferida para um

recipiente e 0 peso em gramas era mensurado utilizando uma balanca de precisao (SF-400).

35 AVALIACAO DO PESO CORPORAL

O peso em gramas de cada animal foi avaliado no dia anterior ao inicio do tratamento,
para o calculo do volume administrado por via oral (gavagem), e posteriormente, no ultimo dia
de tratamento oral para o célculo do volume da injecdo intraperitoneal. Cada animal era

posicionado em um recipiente para contencdo e pesado em uma balanca de preciséo (SF-400).

36  AVALIACAO DA TERMORREGULACAO

A termorregulacéo foi avaliada através da temperatura corporal central, considerando
uma medida basal (antes da injecdo i.p. de salina ou LPS) e uma medida final (ap6s quatro horas
da injecéo i.p.). Para a mensuracao deste parametro, foi utilizado um termistor eletronico com
sonda retal (BIO-TK8851, Bioseb, Franca), a qual era lubrificada com vaselina sélida e inserida

aproximadamente dois centimetros no reto de cada animal (VIGOLO et al., 2015).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para as anélises de comparacao entre todos os grupos foram utilizados o teste Kruskal-
Wallis para dados ndo normais e a analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias e teste
post hoc de Bonferroni para dados normais. Em andlises entre dois grupos, foram utilizados os
teste Mann-Whitney para dados ndo normais e T de Student para dados normais. Foram
consideradas diferengas significativas se P<0,05. Todas as analises e elaboragao grafica foram
executadas no software GraphPad Prism 8. Os resultados normais foram apresentados como

média * erro padrdo da média (SEM), e ndo normais como mediana * intervalo interquartil

(IQR).
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4 RESULTADOS

41  AVALIACAO COMPORTAMENTAL

4.1.1 Interagdo social

Ambos os grupos tratados com LPS demonstraram alteracbes comportamentais no teste
de interacdo. O grupo LPS apresentou reducédo significativa no nimero total de interacdes
realizadas (Figura 5A) em relacdo ao CTL, assim como o grupo NAC + LPS em relagdo a NAC
(F@, 28y = 11,07; p < 0,0001). No tempo total de interagdo (Figura 5B), houve uma diferenca
significativa entre LPS e CTL (U = 8; p = 0,0426). Na laténcia de interacdo, 0s grupos
apresentaram médias de tempo similares, portanto, ndo foram encontradas diferencas
significantes (Figura 5C). O tratamento prévio com NAC ndo impediu reducdo do nimero e
tempo de interagdo com outro animal induzida pela administragdo de LPS (Figura 5A e B),
entretanto, o tratamento isolado com NAC ndo causou prejuizos no comportamento social, se
comparado ao grupo CTL no ndamero (U = 28,50; p = 0,7704) e no tempo de interacdes (U =
16; p = 0,2238).

Figura 5 — Alterages no comportamento social.
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Efeitos do tratamento subcrénico com NAC sobre a interagdo social. Camundongos sui¢os (n = 9 animais por
grupo) receberam durante sete dias uma administracdo oral de salina (0,9% NaCl) ou NAC (100 mg/kg). No oitavo
dia, receberam uma Unica injecdo i.p. de LPS (0,33 mg/kg). Apos quatro horas, avaliou-se 0 comportamento tipo-
doentio atraves da analise do nimero (A), tempo de interacdes (B) e laténcia de interagéo (C) no teste de interacéo
social. Mostra-se o valor da média + SEM (A) e mediana + IQR (B, C). ***P<0.001; **P<0.01 (ANOVA de uma
via); *P<0.05 (Mann-Whitney); CTL: controle; LPS: lipopolissacarideo bacteriano; NAC: N-acetilcisteina.

4.1.2 Borrifagem de sacarose

A administracdo de LPS induziu alteracbes no comportamento de autolimpeza,
expresso através da acdo de grooming, induzida no teste de borrifagem de sacarose. Em relacéo
ao numero total de grooming (Figura 6A), o grupo NAC + LPS expressou uma reducdo
significativa em comparacao ao grupo NAC (U = 12; p = 0,0161). No tempo total de grooming
(Figura 6B), os grupos LPS e NAC + LPS apresentaram menores médias de tempo em
comparagédo aos grupos CTL (U =2; p =0,0087) e NAC (U = 8; p = 0,0350), respectivamente.
A administracdo aguda de LPS induziu prejuizo no comportamento de autolimpeza,
caracterizado pela redugdo no tempo de grooming nestes animais, o qual ndo foi atenuado
através do tratamento subcronico com NAC. Entretanto, o tratamento subcronico com NAC foi
capaz de reduzir a laténcia de grooming (Figura 6C) aumentada pelo LPS (H =14,13; p =
0,0027).
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Figura 6 — Alteragdes no comportamento de autolimpeza (grooming).
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Efeitos do tratamento subcrénico com NAC sobre a autolimpeza. Camundongos sui¢os (n = 9 animais por
grupo) receberam durante sete dias uma administracdo oral de salina (0,9% NaCl) ou NAC (100 mg/kg). No oitavo
dia, receberam uma Gnica injecao i.p. de LPS (0,33 mg/kg). Apds quatro horas, avaliou-se 0 comportamento tipo-
doentio através da analise do nimero (A), tempo (B) e laténcia de grooming (C) no teste de borrifagem de sacarose.
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Mostra-se o valor da mediana + IQR. **P<0.01 (B - Mann-Whitney; C - Kruskal-Wallis); *P<0.05 (A, B - Mann-
Whitney; C - Kruskal-Wallis). CTL: controle; LPS: lipopolissacarideo bacteriano; NAC: N-acetilcisteina.

4.2  CONSUMO HIDRICO E ALIMENTAR
N&o houveram mudancas significativas relacionadas ao tratamento com NAC no
padrdo de consumo hidrico (Figura 7A) e alimentar (Figura 7B) em relagdo grupo SAL, ao

longo dos sete dias tratamento.

Figura 7 — Consumo hidrico e alimentar diario.
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Curva tempo-efeito da NAC sobre a média de consumo individual de 4gua e ragdo. Camundongos suicos (n
= 18 animais por grupo) receberam durante sete dias uma administracdo oral de salina (0,9% NaCl) ou NAC (100
mg/kg). Avaliou-se o consumo diario individual de dgua e racéo. Mostra-se o valor da média.

43  PESO CORPORAL

A NAC isoladamente ndo induziu uma alterag&o no peso corporal dos animais distinta
do padrédo observado no grupo SAL. Apos sete dias, a administracdo oral de salina (t = 3,239;
df = 17; p = 0,0048) ou NAC (t = 3,130; df = 17; p = 0,0061) causou uma reducdo no peso

corporal em relacdo a mesma medida avaliada previamente ao inicio do tratamento (Tabela 1).



33

Tabela 1 — Alteracdes no peso corporal.

Peso inicial (g) Peso final (g)
SAL 46,11 + 1,04 44,83** + 0,94
NAC 45,06 = 0,82 43,89** + 0,87

Curva tempo-efeito da NAC sobre o peso corporal. Camundongos suicos (n = 18 animais por grupo) receberam
durante sete dias uma administracdo oral de salina (0,9% NaCl) ou NAC (100 mg/kg). Avaliou-se 0 peso corporal
no dia anterior ao inicio do tratamento (peso inicial) e no dltimo dia de tratamento (peso final). Mostra-se o valor
da média + SEM. **P<0,01 em relagdo ao peso inicial do grupo correspondente (t de Student).

44  TERMORREGULACAO
Na temperatura inicial, a qual representa o nivel basal da temperatura central dos
animais previamente a injecdo de salina ou LPS, os grupos apresentaram médias de temperatura

semelhantes e ndo foram evidenciadas diferencas significativas (Tabela 2).

Tabela 2 — Alteracdes na termorregulacdo (temperatura central).

Temperatura inicial (°C) Temperatura final (°C)
CTL 35,78+ 0,17 35,94+ 0,24
LPS 36,06 £ 0,24 35,57 £ 0,46
NAC 35,89 +£0,23 36,04 £ 0,21
NAC + LPS 36,13+ 0,23 34,70 £ 0,40

Efeitos do tratamento subcrdnico com NAC sobre temperatura central. Camundongos suicos (n = 9 animais
por grupo) receberam durante sete dias uma administracao oral de salina (0,9% NaCl) ou NAC (100 mg/kg). No
oitavo dia, receberam uma Unica inje¢do i.p. de LPS (0,33 mg/kg). Avaliou-se a resposta termorregulatoria atraves
da mensuragdo da temperatura central (retal) no tempo 0 hora (temperatura inicial) e ap6s 4 horas (temperatura
final). Mostra-se o valor da média + SEM. P>0.05 em relagéo a temperatura inicial grupo correspondente (ANOVA
de duas vias).
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5 DISCUSSAO

Os resultados achados demonstram que 0 modelo experimental realizado foi capaz de
induzir as alteracbes comportamentais caracterizadas como comportamento tipo-doentio nos
animais que receberam o tratamento com LPS, e corroboram com estudos prévios que
identificaram reducdes nos parametros de interacdo social e autolimpeza (KELLEY et al., 2003;
LASSELIN et al., 2020; SHIRAKI et al, 2021).

As alteracBGes no comportamento social induzida por uma administracdo aguda de LPS
ja foram descritas previamente como um achado associado ao comportamento tipo-doentio
associado a neuroinflamacdo (HENRY et al., 2008; GODBOUT et al., 2005; YEH et al., 2018;
REIS et al., 2022). A reducdo da interacdo social apresentada pelos animais tratados com LPS
(Fig. 5), ndo foi atenuada pelo tratamento de sete dias com NAC (100 mg/kg), o que corrobora
com resultados de um estudo a respeito das propriedades ansioliticas da NAC em um modelo
de estresse induzido por hipertermia (SANTOS et al., 2017), o qual ndo identificou melhora no
tempo de interacdo social em camundongos tratados com NAC (60 e 100 mg/kg) durante quatro
dias.

O prejuizo no comportamento de autolimpeza também é uma alteragdo associada ao
comportamento tipo-doentio induzido por LPS ja descrita na literatura (CAMARGO et al.,
2018; CASARIL et al., 2019; SOUZA et al., 2019). O tratamento com NAC néo reverteu este
prejuizo em relacdo ao numero e tempo de grooming nos animais tratados com LPS (Fig. 6),
um resultado semelhante foi observado em um modelo de neuroinflamacdo induzida por
estresse cronico (FERNANDES; GUPTA, 2019), o qual ndo identificou diferenga no nimero
de grooming em animais tratados com NAC (100 mg/kg) durante sete dias. Entretanto, a
administracdo de NAC reduziu o tempo de laténcia de grooming (Fig. 6C) em relacdo aos
animais tratados exclusivamente com LPS, resultado ainda ndo descrito na literatura.

Né&o foram encontradas diferencas significativas no consumo hidrico e alimentar entre
o0s animais tratados com NAC ou salina, entretanto, estudos mostram que a NAC é capaz de
reduzir o comportamento de consumo alimentar compulsivo (HURLEY et al., 2016) e
alteracbes metabdlicas induzidas por uma dieta hipercalorica (MA; GAO; LIU; 2016) em
roedores.

A redugéo no peso corporal dos animais encontrada ao final do tratamento ndo mostra
uma associagdo com o tratamento isolado com NAC, pois ambos 0s grupos apresentaram um

peso corporal diminuido em relacdo ao dia prévio do inicio do tratamento (Tabela 1). Nao foram
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identificadas mudancas significativas no peso corporal de animais tratados com NAC (200
mg/kg) ou NAC + LPS (50ug/kg) num periodo de vinte e quatro horas, em um estudo que
avaliou o efeito da atividade antipirética da NAC (WROTEK et al., 2011).
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6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados demonstram que o tratamento subcrénico com NAC néo foi
capaz de proteger os animais da manifestacdo do comportamento tipo-doentio, caracterizado
pelas alteracdes nos padrdes de interacdo social e autolimpeza, induzida pela administracdo
aguda de LPS. Assim como ndo promoveu modifica¢des no peso corporal, consumo hidrico e

alimentar.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para investigar os possiveis efeitos do tratamento subcrénico com NAC no sistema
antioxidante endogeno e na ativacdo do inflamassoma NLRP3 e associa-los aos resultados
comportamentais encontrados, serdo realizadas analises bioquimicas em amostras de tecidos
cerebrais coletados durante a execucdo deste trabalho. Estas analises irdo incluir a mensuracao
dos niveis de GSH, da atividade enzimatica de GPx e GR e nivel de IL-1p nas regides do cortex

pré-frontal e hipocampo.
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