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RESUMO

O CMSI121 ¢ um derivado do flavonol fisetina que tem apresentado efeitos anti-
inflamatoérios e de neuroprotegdo, além de ser candidato a medicamento para o tratamento
da doenga de Alzheimer. O flavonol fisetina, possui propriedades anti-inflamatorias,
ansioliticas e antidepressivas. A sepse ¢ uma doenca sistémica, sendo uma das causas mais
comuns de morte em hospitais. A presenca dos transtornos de ansiedade e depressdao em
sobreviventes da sepse ¢ muito comum, onde os danos neurais sdo similares aqueles
presentes na doenca de Alzheimer. O presente trabalho busca observar os potenciais
beneficios comportamentais do tratamento com CMS121 em camundongos saudaveis e
na recuperacdo de camundongos submetidos a dois modelos de sepse experimental. O
projeto foi divido em trés etapas onde a eficacia do tratamento com CMS121 foi medido
por meio de testes comportamentais, mortalidade, escore clinico, perda de peso, consumo
de 4gua e racdo. O tratamento por 7 dias com CMS121 ndo apresentou efeito ansiolitico
ou antidepressivo em animais saudaveis nos testes de suspensao pela cauda, labirinto de
cruz elevada, borrifagem de sacarose e campo aberto nas doses de 1, 3 ¢ 10 mg/kg do
animal, feito por injecdo intraperitoneal (i.p.). Na sepse pulmonar induzida por Klebsiella
pneumoniae (K.p.) houve cerca de 40% de mortalidade e perda de até 10 gramas do peso
do animal. O CMS121 administrado em dose tnica de 3 ou 10 mg/kg, feito por inje¢ao
i.p. ndo foi capaz de influenciar na mortalidade e nem na recuperacao do animal, visto a
partir do escore clinico e da varia¢do do peso. Entretando, o CMS121 reduziu o consumo
acumulado de ra¢do nas duas doses testadas. Na terceira etapa, os animais foram expostos
a uma injecao i.p. de lipopolissacarideo (LPS) e foram tratados por CMS121 em doses
diarias de 30 mg/kg, por meio de ingestdo voluntaria. O tratamento iniciou 3 dias antes
da inje¢do do LPS e se estendeu até 7 dias depois. O indice de satde piorou (escore
clinico) apds a inje¢do de LPS, bem como diminuiu o consumo de 4dgua e ragdo. O LPS
também diminuiu a mobilidade no campo aberto, quando analisado 24 horas apods a
injecdo. Observou-se aumento da mobilidade no campo aberto realizado 7 dias apos a
exposi¢do ao LPS. O CMS121 promoveu a recuperagao do peso dos animais, enquanto
os animais expostos ao LPS permaneceram com peso abaixo do nivel dos animais
controle. No comportamento do campo aberto realizado 24 horas apoés a inje¢ao de LPS,
o CMS121 aumentou o tempo de permanéncia no centro, porém nao influenciou os
demais comportamentos. Os resultados do estudo mostram que, nas doses e condigdes
estudadas, o CMS121 ndo apresentou efeito ansiolitico e antidepressivo nos animais

saudaveis, e foi ineficaz nos modelos de sepse induzida pela bactéria K.p. ou pelo LPS.



Os beneficios do CMSI121 ainda podem ser testados utilizando em doses e testes
comportamentais diferentes, ou ainda com modelos diferentes de infeccdes agudas e

cronicas.

Palavras-chave: CMSI121, sepse, neuroprote¢do, comportamento do tipo-ansioso, €

comportamento do tipo-depressivo.



ABSTRACT

CMSI121 is a molecule derivative of the flavonoid fisetin that has shown anti-inflmatory
and neuroprotection properties, and it is a candidate for medication for Alzheimer’s
disease. The flavonoid fisetin has anti-inflammatory, anxiolytic and anti-depressive
properties. Sepsis is a systemic disease, being one of the leading causes of death in
hospitals. The presence of anxiety and depression disorder in survivors of sepsis is very
common, where the neurological damages are very similar to the ones present in
Alzheimer’s disease. This work seeks to observe the potential benefits in the behavior
with the treatment of CMS121 in healthy mice and see the CMS121 effects in the recovery
of mice under two models of experimental sepsis. The project was split in three steps
where the efficiency of the CMS121 treatment was measured with behavioral tests,
mortality, clinical score, weight loss, water and food intake. The seven days treatment
with CMS121 didn’t show anxiolytic and anti-depressive properties in healthy mice in
the behavioral tests of tail suspension, elevated plus maze, splash and open field, in the
doses tested 1, 3 and 10 mg/kg of the animal, done by intraperitoneal injection. In the
bacterial sepsis by Klebsiella pneumoniae (K.p.), there were a 40% mortality and about
10 grams of weight loss per animal. The CMS121 administered in a single dose of 3 or
10 mg/kg, done by intraperitoneal injection, weren’t capable to affect the mortality and
the recovery of the animals, seen by the clinical score and the weight loss. Nonetheless,
the CMS121 reduced the cumulative food intake in the two doses tested. In the third step,
the animals were expose to an injection of Lipopolysaccharide (LPS) and were treated
with CMS121 in daily doses of 30 mg/kg by voluntary intake. The treatment started 3
days before in LPS injection and extended until 7 days after the LPS. The health (clinical
score) of the animals got worst after the injection of LPS, and the injection also lowered
the water and food intake. The LPS also lowered the mobility in the open field done 24
hours after in LPS injection. The mobility was increased in the open field done 7 days
after the LPS. The CMS121 promoted the recovery of the weight of the animals, while
the animals exposed to the LPS remained with lower weight then the control group.
During the open field done 24 hours after the LPS injection, the CMS121 increased the
time at the center of the open field, but it didn’t influence any other behavior. The result
of this study shows that, in the conditions tested, the CMS121 doesn’t have anxiolytic
and anti-depressive in healthy animals, and the CMS121 is inefficient in the recovery in

cases of severe infections like sepsis induced by bacteria K.p. and by LPS. The befits of



CMSI121 still can be tested by using different doses and behavioral tests, or still by using

different models of acute and chronic diseases.

Keywords: CMS121, sepsis, neuroprotection, anxiety-like behavior, and depressive-live

behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1CMS121

O CMSI121¢ uma pequena molécula aprimorada a partir do flavonoide fisetina,
escolhida com base em um levantamento com varios testes in vitro (CHIRUTA et al.,
2012; PRIOR et al., 2014) e, posteriormente in vivo (ATES et al., 2020, CURRAIS et al.,
2019). O flavonoide fisetina ¢ um composto encontrado em muitas plantas, como
morangos, macgds e cebolas (KHAN et al, 2013). A fisetina possui agdes anti-
inflamatorias, neurotroficas, antioxidantes e € altamente eficaz contra estresse oxidativo,
morte celular. A fisetina ¢ capaz de aumentar os niveis de glutationa, gerando
neuroprote¢do contra a toxicidade do glutamato, um modelo cléssico de indug@o de morte
celular por oxitose/ferroptose, o qual foi estudado em células neuronais HT22, que sao

desprovidas de receptores para glutamato (SILVA, 2016; PRIOR et al., 2014).

A molécula de CMSI121, que possui todas as propriedades farmacoldgicas
indicadas para drogas que atuam no cérebro, ¢ uma molécula pequena capaz de penetrar
nos tecidos do sistema nervoso e ¢ soltivel a solventes apolares como o dimetilsulfoxido
(DMSO). A fisetina oferece neuroprotecao a partir do aumento dos niveis de acetil-CoA
e diminui¢do de danos em doengas que aparecem com o envelhecimento do organismo
(CURRAIS et al., 2019). Em testes in vitro o CMS121 confere protecdo contra: morte
celular caracterizada como oxitose ou ferroptose, inflamacao, e isquemia, sendo 400
vezes mais eficiente que a fisetina, e podendo apresentar efeitos agudos (PRIOR et al.,

2014; MAHER; CURRAIS; SCHUBERT, 2020).

In vivo, 0o CMS121 teve efeito neuroprotetor em testes cognitivos € bioquimicos
em camundongos SAMPS8, que apresentam envelhecimento acelerado. O tratamento de
quatro meses com o0 CMS121 conseguiu reverter efeitos metabdlicos do envelhecimento
acelerado, aumentando os niveis de acetil-CoA, succinato e a-cetoglutarato. Os aumentos
nos niveis da acetil-CoA estdo associados a capacidade do CMS121 em aumentar a
fosforilacdo da enzima acetil-CoA carboxilase 1 (ACCI1), enzima responsavel pela
primeira etapa da sintese de lipideos. A elevada fosforilagao da acetil-CoA carboxilase 1
e altos niveis de acetil-CoA protegeram a cé€lula contra a morte celular regulada, chamada

oxitose/ferroptose, além de preservar a expressao de genes mitocondriais no cérebro. As
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mudangas na expressao de genes associados ao envelhecimento em animais de 13 meses

sdo revertidas a padrdes de animais mais jovens (9 meses) (CURRALIS et al., 2019).

O CMS121 também foi testado em camundongos transgénicos APPswe/PS1AE9
com mutagdes presente na DA. Ele reduziu a neuroinflamacao, a peroxidacao de lipidios
e a sintese de acidos graxos insaturados, manifestagdes comuns na DA (ATES et al.,
2020). Mais recentemente o CMS121 foi utilizado para o tratamento de diabetes em um
modelo de camundongos obesos (db/db), mostrando potencial geroneurprotetor capaz de
ativar a enzima AMPK no cerebro e levando a diminui¢ao da sintese de acidos graxos. O
CMS121 se mostrou capaz de proteger o figado de marcadores inflamatorios e de
marcadores de danos renais (ZAHID et al., 2023). Assim, o CMS 121 ¢ candidato a
medicamentos para a DA, com a primeira fase de teste clinico finalizada

(PHARMACEUTICAL TECHNOLOGY, 2023).

Um estudo publicado em 2023 mostrou, por meio de testes comportamentais em
camundongos, os efeitos ansioliticos e antidepressivos do composto fisetina, uma
molécula flavonoide com propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
neuroprotetoras (GOPNAR et al., 2023).Além dos resultados bioquimicos e fisiologicos,
0 CMS121 também apresenta efeitos no comportamento do animal. Através do teste LCE
e CA, foi visto que o CMS121 pode prevenir o comportamento de desinibi¢cao resultante
do envelhecimento acelerado do camundongo SAMPS8 (CURRALIS et al., 2019). No teste
LCE e o no labirinto aquatico de Morris em camundongos transgénicos APPswe/PS1AE9,

concluiu-se que o CMS121 ¢ capaz de amenizar a perda de memoria (ATES et al., 2020).

1.2COMPORTAMENTO ANIMAL

Mus musculus, ou como sao conhecidos popularmente, os camundongos domésticos,
sdo mamiferos socidveis de hédbitos noturnos. Seus comportamentos tipicos incluem a
criacdo de abrigos para a conservagdo do calor, a manutencao dos seus pelos, também
conhecida como grooming, interagdes sociais e exploracdo do ambiente (DEACON,
2006; ISHII; ITOU; NISHIMURA, 2005; KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011). O
cuidado animal ¢ algo muito importante em trabalhos experimentais, onde a presenca de
fatores externos pode ter influéncia. E visto que a presenca o estresse sonoro pode levar

ao comportamento do tipo-depressivo em camundongos, € até gerar neuroinflamacdo
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(CHENG et al., 2022). Como um modelo animal, variagcdes dos hébitos podem ser

correlacionados com doencas ou transtornos em humanos.

O uso de animais em pesquisas tem se tornado essencial para o estudo de diversas
doengas, principalmente devido as limitagdes no estudo em humanos. Roedores, como
ratos e camundongos, tém sido usados como modelo alternativo ao humano por causa das
suas similaridades em diversos sistemas, como o sistema nervoso central, imunologico,
digestorio e cardiovascular. Em razao de seu tamanho, ciclo de vida curto, facil
reproducdo, facil manipulagdo genética, ambientacdo e comportamento, roedores se
tornaram o padrdo para testes em mamiferos. Esses animais sdo usados para a
investigacdo de diversas doengas que acometem o sistema nervoso central, como a
ansiedade e depressdo. Os transtornos aparecem em forma de sintomas comportamentais
que podem ser medidos, mesmo que os roedores nao possuam 0O processo emocional
humano, as inferéncias podem ser feitas, sempre com ressalvas (ACIKGOZ;

DALKIRAN; DAY, 2022; VANHOOREN; LIBERT, 2013).

Uma maneira muito comum de usar o modelo animal é vendo a influéncia de doengas
e do tratamento em seu comportamento. Estudos mostram que diversos fatores podem
contribuir para o aumento do comportamento tipo-ansioso ¢ tipo-depressivo, como o
envelhecimento do animal ou o desenvolvimento de doencas que interferem com o
sistema nervoso central, como a DA e infeccdoes (ATES et al, 2020; SHOJI;
MIYAKAWA, 2019).

A escolha do teste comportamental ¢ muito importante para a pesquisa que sera
realizada. Existem diversos tipos de testes de comportamento, muitos deles funcionam
expondo o animal em um local novo, ou em uma situagao estressante, € observando como
ele se comporta. Esses testes buscam avaliar a resposta do animal, e se isso pode ser
relacionado ao comportamento do tipo-ansioso ou do tipo-depressivo, por exemplo.
Outros testes buscam avaliar a memoria do animal, como o teste de reconhecimento do
objeto, podendo utilizar estimulos aversivos ou ndo, ou vendo apenas a natureza de

exploragdo dos roedores (SHIEH; YANG, 2020).

Dentre os testes comportamentais, o campo aberto (CA) foi desenvolvido para
avaliar o comportamento animal e sua locomocao. Dele tem-se uma avaliagao rapida e
facil do estado do camundongo. O teste consiste em manter o animal em uma caixa por

um certo periodo (5 — 30 minutos) e observar a sua movimentacdo neste espago. Esse
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comportamento pode entdo ser contabilizado manualmente ou com a ajuda de um
software, rastreando o seu movimento pela caixa. Dentre os resultados, encontram-se o
numero dos bolos fecais que o roedor produz, a distancia percorrida, velocidade e tempo
em cada um dos quadrantes da caixa (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). O animal que
tende a evitar a area central da caixa pode ser considerado apresentando comportamento
do tipo-ansioso, assim como o camundongo que percorre uma menor distancia na caixa,
e que fica a maior parte do tempo nos cantos. A resposta a algo novo também ¢é associada
a exploragdo e a atividade locomotora, e isso pode ficar comprometido com a repeti¢ao

do experimento (SHIEH; YANG, 2020).

O teste de suspensdo pela cauda (TSC) foi desenvolvido em 1985 e tem como
objetivo colocar o animal em uma situacdo de estresse inescapavel. O animal tende a se
movimentar para lutar e escapar desta situagdo. O tempo medido ¢ o de imobilidade, e
quanto maior esse tempo, menor foi o tempo que animal passou tentando escapar. Esse ¢
um modelo preditivo usado para a depressao, e foi desenvolvido para identificar drogas
com potencial antidepressivo em animais saudaveis, ou submetidos a modelos de

depressao (CAN et al., 2012; CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005).

O labirinto de cruz elevada (LCE), usado para analisar o comportamento do tipo-
ansiosos em roedores, busca ver mobilidade, explora¢do e comportamento locomotor,
assim como no CA. Sua diferenga ¢ a maior altura do aparato, gerando comportamento
aversivo nos animais, especialmente nas areas abertas. O LCE consiste em uma cruz com
4 bragos de comprimentos iguais € que se encontram no centro. Dois destes bragos
possuem paredes fechadas e dois bracos sdo abertos, fazendo com que o animal se sinta
exposto, criando um ambiente aversivo. Os pardmetros medidos nesse teste podem variar,
sendo comumente avaliados o tempo nos bragos abertos e fechados, o nimero de entradas
e cruzamento entre os bragos, o nimero de tentativas de entrada nos bracos abertos e o
tempo na zona neutra. Os animais que permanecem mais tempo nos bracos fechados
podem ser considerados como tendo comportamento do tipo-ansioso. Esse teste pode ser
mais complicado de ser executado, por causa da presenga dos bragos abertos, onde o

animal pode sair do aparato (CAROLA et al., 2002; SHIEH; YANG, 2020).

O teste borrifagem de sacarose (TBS) consiste em borrifar uma solugdo de
sacarose no dorso do animal para visualizar o tempo de grooming, que ¢ o ato de limpeza
propria do animal. Esse teste busca medir a motiva¢do e o autocuidado do animal por

meio da observacdo do grooming, sendo considerado um comportamento hedonico, a
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redug¢do do tempo que animal passa fazendo essa limpeza propria indica um estado

anedonico (DOMINGUES et al., 2022).

Os testes comportamentais também apresentam limitagdes. Os animais podem
apresentar comportamentos opostos em testes diferentes, e ¢ necessario que varios testes
sejam executados para o que um resultado possa ser considerado confidvel (ACIKGOZ;
DALKIRAN; DAYI, 2022). Mesmo com essas limitagdes, testes comportamentais em
animais sao necessarios para que a seguran¢a de novos medicamentos possa ser avaliada,
fazendo com que os beneficios sejam maiores do que os possiveis problemas que podem

OCOrTer.

1.3 ANSIEDADE E DEPRESSAO

A depressao ¢ uma doenga cronica frequente e muito complexa, caracterizada pela
falta de energia, tristeza, insonia, alteragdes na memoria ¢ na concentragdo, anedonia,
sentimentos de inutilidade, falta de esperanga e até pensamentos suicidas (RIBEIRO;
RIBEIRO; VON DOELLINGER, 2017). Ela ¢ uma doenga causada pela influéncia de
multiplos fatores psicologicos e sociais, bem como fatores genéticos e epigenéticos
(GAITERI et al., 2014). Fatores de risco para depressdo incluem o sexo feminino,
envelhecimento, sedentarismo, luto e cognigdo reduzida, sendo associada ao aumento no
risco de mortalidade além de provocar declinio na qualidade de vida (SIVERTSEN et al.,
2015). A depressao pode ser classificada em categorias como: depressdao maior; depressao
menor, subsindromica ou subliminar; depressdo sem tristeza; e transtorno distimico
(BLAZER, 2003). Atualmente 280 milhdes de pessoas sofrem de depressdao no mundo,
chegando a 3,8% da populagdo mundial (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2023). No Brasil, a sua prevaléncia ¢ de 15,5%, sendo a prevaléncia ao longo da vida em

até 20% nas mulheres e 12% para os homens (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

O transtorno de ansiedade foi classificado no século 20 como uma doenga psiquiatrica
que necessita de diagndstico e tratamento médico, sendo diferente da emocgdo de
ansiedade, que pode ser definida como a antecipagao de um perigo futuro (CROCQ,
2015). Atualmente, os transtornos de ansiedade, sdo classificados como: transtorno de
ansiedade generalizada, crise do panico, ansiedade social, ansiedade de separagdo, fobias,
entre outros, e sdo os transtornos mais comuns na populacdo geral, afetando imensamente

o dia a dia das pessoas (WOLGENSINGER, 2015). Em 2019, 301 milhdes de pessoas
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viviam com transtorno de ansiedade no mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2022). Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) de 2023 apontam o
Brasil como o pais com o maior nimero de pessoas ansiosas chegando a 9,3% da

populagdo.

Em 2019, 970 milhdes de pessoas, 12% da populagdo mundial, foram diagnosticados
com transtornos psicolégicos, sendo os mais comuns ansiedade e depressao. Em 2020, o
numero de pessoas vivendo com transtorno de ansiedade e depressdo aumentou
significativamente por causa da pandemia de COVID-19. Estimativas iniciais mostram
que o aumento foi de 26% e 28% para transtorno de ansiedade e depressdo
respectivamente, em apenas um ano (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022).
Enquanto opg¢des de tratamento e prevencao existem, muitas pessoas ainda sofrem com
estigma, discriminagdo e violacdo dos direitos humanos. No Brasil, durante a pandemia
de COVID-19, 40% dos brasileiros reportaram sintomas de depressio e 50%

apresentaram sintomas de transtorno de ansiedade (BARROS et al., 2020).

Enquanto a depressdo tende a acometer pessoas mais velhas, o transtorno de
ansiedade aparece em todas as faixas etarias, e tem cada vez mais acometido criangas e
adolescentes, estando presente em cerca de 15% a 20% das pessoas com menos de 18
anos (BEESDO; KNAPPE; PINE, 2009; HINZ et al., 2019). As duas doengas, transtorno
de ansiedade e depressdo, também sdo, muitas vezes, vistas juntas. Entre os individuos
com depressao grave, em média 35% apresentam algum tipo de transtorno de ansiedade,
sendo a mais comum a ansiedade social, acontecendo em 48% dos pacientes com
depressdo grave (ADAMS et al., 2016). Outros transtornos de ansiedade comuns em

pessoas com depressao grave sdo as fobias (45%) e o transtorno de ansiedade generalizada

(44%) (ADAMS et al., 2016).

Doengas psiquiatricas como o transtorno de ansiedade e depressdo afetam diversas
areas na vida do paciente, aumentando os gastos na saude e o risco do desenvolvimento
de outras doengas (HOHLS et al., 2021). Um levantamento publicado pela Universidade
de Cambridge, na Inglaterra, mostrou que o gasto individual total com depressdo em
adultos pode chegar a mais de 18.000 dolares americanos por pessoa durante as suas vidas
(KONIG; KONIG; KONNOPKA, 2019). No Brasil entre os anos de 2010 e 2018 foram
gastos pelo governo em média Int$ 254.276.067,49 de dolares internacionais por ano,
totalizando Int$ 2.288.511.607,39 para o tratamento de depressio (MERCEDES et al.,
2023).
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O tratamento para pessoas com transtorno de ansiedade e depressao pode ser mais
complicado. Intervencdes psicoldgicas se mostram inefetivas em até 50% dos pacientes
com transtorno de ansiedade e depressio (MARWOOD et al., 2018). Muitos farmacos
utilizadas no tratamento da depressdao também possuem efeitos ansioliticos, sendo entdao
o protocolo que o tratamento de inicie com a depressao e os demais sintomas do transtorno

de ansiedade sejam tratados com interversdes psicoldgicas (TILLER, 2013).

Muitos dos sintomas do transtorno de ansiedade e depressao também podem
prejudicar a qualidade de vida do paciente (AGYAPONG et al., 2022). O transtorno de
ansiedade esta associado a problemas emocionais, perda do funcionamento social, dores,
perda da vitalidade e perda do bem-estar emocional, aumentando de 10% até¢ 35% as
chances desses sintomas aparecerem. J4 a depressdo ¢ capaz de aumentar as chances
desses sintomas de 10% até 46% (BRENES, 2007). Estudos mostram que os sintomas de
transtorno de ansiedade e depressdo moderada ou grave podem impactar mais a qualidade
de vida do que doengas como diabetes, insuficiéncia cardiaca e infarto do miocardio
(BRENES, 2007). O estresse cronico causado pela vida profissional ou pessoal, doengas
como a diabete tipo 1 e problemas cardiovasculares, podem desencadear o aparecimento
de doengas como o transtorno de ansiedade e a depressio (BUCHBERGER et al., 2016;
HARE et al., 2014).

Em doengas infecciosas como a sepse, os sobreviventes a internacdes hospitalares
também apresentam problemas psicologicos. tais como o transtorno de ansiedade e
depressao. Dos sobreviventes de casos severos de sepse € de choque séptico, 67% dos
pacientes apresentam sintomas de ansiedade e 46% de depressdo, nas primeiras 24 horas
apos a alta da UTIL, e um ano apo6s, 31% desses pacientes continuam com sintomas de

ansiedade e 50% de depressao (CALSAVARA et al., 2020).

1.4SEPSE

A sepse ¢ uma doenga sistémica de alta fatalidade presente em muitos hospitais em
todo o mundo, sendo uma das causas mais comuns de morte na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) (RELLO et al, 2017). Ela é uma reacdo desregulada do sistema
imunoldgico do hospedeiro, além de ser caracterizada pela sindrome da resposta sistémica
(SIRS), que pode surgir a partir de uma infec¢do por bactérias, virus (como o Sars-Cov-

2), fungos ou protozodarios, e pode gerar danos em tecidos e levar a faléncia dos 6rgaos
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(GONCALVES, 2015). No Brasil, casos de pacientes sépticos tém aumentado nos ultimos
trinta anos, chegando a ser a causa de mais de 25% das hospitaliza¢gdes em UTIs no ano
de 2016 (LOBO et al., 2019). Segundo o Instituto Latino-Americano de Sepse (ILAS),
120.166 casos de sepse e choque séptico foram registrados no periodo entre 2005 ¢ 2020
no Brasil. S6 no ano de 2021, o total de pacientes com sepse e choque séptico foi de
12.458, onde a letalidade foi de 29,1% para os pacientes sépticos e 61,6% para os de
choque séptico (ILAS, 2021).

A sepse também pode causar disfuncao cerebral ou alteracao no estado mental do
paciente, causando encefalopatia séptica, isso sendo bem comum e dificil de ser
detectada, principalmente em pacientes de UTI ou ao longo da fase de recuperacio
(CHAUDHRY; DUGGAL, 2014). Hoje, ha o conhecimento que sobreviventes a sepse
tem como sequelas limitagdes cognitivas e funcionais de longo prazo, sendo a sepse um
fator de risco para o desenvolvimento de sintomas de deméncia (SINGER et al., 2016).
Foi descoberto também que alteragdes neuropatologicas semelhantes estdo presentes
tanto na sepse ¢ na doenga de Alzheimer (DA), incluindo neuroinflamagdo, morte neural

e perda sindptica (BASAK et al., 2021).

O desenvolvimento da sepse ¢ conhecido por ser capaz de gerar ferroptose, uma
morte celular dependente de ferro (WANG et al., 2020). A resposta inflamatoria da sepse
causa imunossupressio e morte celular descontroladas, que levam aos danos teciduais. E
visto que, impedindo a morte celular, seria possivel aumentar as chances de sobrevivéncia

de pessoas sépticas (CAO; YU; CHAI 2019).

A sepse em animais pode ser induzida de diversas maneiras, podendo ser sepse
pulmonar, gastrointestinal, cutanea, ou até nao especifica (GU et al., 2020; MA et al.,
2022). A maneira mais comum de induzir a sepse ¢ pela via gastrointestinal, realizada por
meio da técnica de ligacdo e perfuragdo cecal (CLP), que consiste em perfurar o intestino
grosso do animal para promover a proliferacdo das bactérias presentes no intestino
(RITTIRSCH et al., 2009). Outra forma de inducdo séptica € por meio de bactérias. A
mais comum a ser usada € a bactéria Escherichia coli, mas também é comum o uso da
bactéria Klebsiella penumoniae (K.p), uma bactéria mais comum nos casos de sepse em
humanos e capaz de gerar sepse pulmonar (NAMIKAWA et al., 2022; URANGA-
MURILLO et al., 2021).
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O lipopolissacarideo (LPS) ¢ uma componente da parede celular das bactérias gram-
negativa que causa forte resposta inflamatéria em animais (GRAM; KOWALEWSKI,
2022). O LPS ¢ usado na indugdo da endotoxemia em modelos animais, gerando um
processo inflamatorio agudo (LI, Rongging et al., 2022). Além disso, o LPS causa
neuroinflamacao desregulada similar a que acontece durante a depressao, podendo entao
ser um modo de induzir a depressdo em animais. Em trabalhos pré-clinicos, o
camundongo ¢ o animal mais usado como modelo de depressdo aguda (LI, Weifen et al.,

2021; LIEBERKNECHT et al., 2017).

Alteragdes comportamentais foram comprovadas em modelos experimentais com
camundongos em que comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansioso puderam ser vistos
24h apo6s o inicio da sepse, quando avaliados através de TSC e LCE, respectivamente
(DAL-PIZZOL et al., 2021). Testes comportamentais realizados duas semanas apds o
inicio da sepse induzida por CLP indicaram que a inflamagdo causada pela sepse
prejudica a cognicao, aprendizado e memoria (MEI; LI; ZUO, 2021). Bonorino (2021)
observou alteragdes em 2, 3, 7, 14 e 30 dias apos a sepse pulmonar induzida por K.p. A
partir dos dados obtidos com os testes CA e LCE foi sugerido que a sepse experimental
levou ao comportamento do tipo-ansioso em todos os tempos testados. Os TSC e TBS
também sugeriram que a sepse induziu comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo nos
animais em todos os tempos testados (BONORINO, 2021). Sendo assim, hé evidéncias
de que a sepse promove alteragcdes comportamentais, como comportamento tipo-ansioso,

tipo-depressivo e perda de memoria.

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O CMSI121, molécula baseada no flavonoide fisetina, tem apresentado resultados
promissores como anti-inflamatério e neuroprotetor, impedindo a morte celular por
ferroptose, sendo atualmente um candidato a medicamento para a DA. Adicionalmente,
também apresenta efeitos neuroprotetores antidepressivos e ansioliticos. A DA e a sepse
apresentam alteracdes neuropatoldgicas muito proximas, sendo a sepse uma das causas

mais comuns de morte na UTI e um problema para hospitais em todo o mundo. Assim,
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este trabalho busca observar os beneficios do CMS121, como tratamento para sepse, por
meio de testes comportamentais em camundongos.

Considerando os beneficios ja vistos, hipotetizamos que o CMS121 ¢ capaz de
“proteger” contra comportamentos do tipo-ansioso e tipo-depressivo, € que pode ajudar

na recuperacao da sepse.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se o tratamento com CMS121 ¢ capaz de modificar comportamentos do tipo-
depressivo e do tipo-ansioso em camundongos ou prevenir os efeitos inflamatorios e

comportamentais da sepse experimental.

3.2 OBETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar efeitos do CMS121 no comportamento do tipo-ansioso e do tipo-depressivo

em animais saudaveis;

- Comparar curva de recuperacao (mortalidade, perda de peso, escore clinico) entre

animais sem e com tratamento de CMS121 em dois modelos experimentais de sepse;

- Analisar os potenciais efeitos protetores do tratamento com CMS121 em relagdo as
alteragdes comportamentais do tipo-depressivo e no tipo-ansioso em modelo

experimentais de sepse.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Este projeto foi devidamente submetido e esta aprovado pela Comissio de Etica no
uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob o
protocolo n°® 3550051019 (Anexo 1).

Este estudo utilizou camundongos Swiss fémeas, que receberam todos os cuidados de
acordo com as diretrizes e normas do COBEA e CONCEA. Os animais foram obtidos do
biotério central da UFSC e mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica da
UFSC sob condigdes de alojamento e manutencdo de acordo com as exigéncias do CEUA.
Os animais foram alocados em caixas em estantes ventiladas e ilumina¢do com ciclo
claro-escuro de 12h, com o ciclo claro iniciando as 7 horas da manha e o ciclo escuro
iniciando as 19 horas da noite. A temperatura e umidade foram controladas a22 +2 °C e
60—80%, respectivamente. Em todos os protocolos os animais foram pesados diariamente
ou a cada dois dias, o consumo de 4agua e de ragdo foi mensurado e apresentado como
consumo por animal. Os animais foram agrupados em caixas grandes de até 10 animais e
em caixas pequenas, de até 4 animais. Foi também aplicado um escore clinico aos animais

para medir o avango da doenca por caracteristicas fisicas.

4. 2PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Foram realizados trés protocolos experimentais com o CMS121, reagente gentilmente
doado pela Prof. Dra. Pamela Maher do Celullar Neurobiology Laboratory do Instituto
Salk para Estudos Biologicos (La Jolla, Califérnia). O primeiro protocolo avaliou os
efeitos do CMS121 quanto aos comportamentos tipo ansioso e tipo depressivo em animais
saudaveis. O segundo e o terceiro experimento visaram investigar se 0 CMS121 ¢ capaz
de proteger os animais em dois modelos de sepse. O segundo experimento analisou
animais com sepse pulmonar induzida por bactéria Klebsiella pneumoniae (K.p), cuja
cepa foi gentilmente doada pelo Prof. Dr. Jamil Assreuy do Laboratério de Oxido Nitrico,
do Departamento de Farmacologia da UFSC. O terceiro experimento verificou os
possiveis beneficios do CMS121 em animais que receberam lipopolissacarideo de
bactérias (LPS, E. coli) adquirido pelo Sigma-Aldrich Brasil (Cotia, Sdo Paulo, lote
000153963).
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4.2.1 Efeitos do CMS121 sobre os comportamentos do tipo-ansiosos e do tipo-

depressivo em animais saudaveis

Na primeira etapa experimental os animais foram agrupados em 4 grupos com 10
animais em cada, sendo estes o grupo controle (CTL) e os que receberam CMS121: 1, 3
e 10 mg/kg do animal. O CMSI121 foi inicialmente diluido em DMSO 5%, e em seguida
em propilenoglicol 50%. Foram aplicados 3 ml/kg do animal desta solugdo via
intraperitoneal (i.p.) em injecdes didrias por 7 dias. Testes de comportamento foram
realizados nestes animais: 0 CA e o teste de TSC foram realizados 2 horas ap6s a primeira
inje¢do de CMSI121, o teste de LCE e o TBS foram feitos no sétimo dia conforme

demonstrado na Figura 1.

Figura 1 — Desenho experimental da primeira etapa

CMS121 mntraperitoneal
A

Grupos:

- CMS1
- CMS3
- CMS10

Campo aberto Labirinto de cruz elevada
Suspensdo pela cauda Borrifagem de sacarose

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Desenho experimental para avaliar os possiveis efeitos antidepressivos e ansioliticos do CMS121
em animais saudaveis. Os animais receberam por injecao i.p. 3 ml/’kg do animal da solugdo com CMS121
nas doses (mg/kg) de 1 (CMS1), 3 (CMS3) e 10 (CMS10) uma vez por dia por 7 dias. O grupo controle
(CTL) recebeu o veiculo (DMSO e propilenoglicol) sem o CMS121. Duas horas ap6s o inicio do tratamento
foram feitos o CA e TSC. Sete dias apos o inicio do tratamento foram feitos os testes LCE e TBS. Todos os
grupos com 10 animais.



27

4.2.2 Efeito do tratamento com CMS121 em um modelo de sepse induzido pela

bactéria K.p.

Na segunda etapa experimental foram utilizados 3 grupos de 10 animais cada.
Todos os animais desta etapa receberam injecdo intratraqueal de K.p. As baterias
liofilizadas foram suspensas em 45 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) ¢ mantidas
18 horas a 37°C para expansdo. As bactérias foram lavadas usando uma solugdo tampao
fosfato-salino (PBS) estéril, lavadas e centrifugadas (3 vazes a 21°, 4000 rpm por 20
minuto cada) e o sedimento resultante foi coletado. Foi realizado uma diluicao seriada
para determinagdo da quantidade de bactérias através da leitura da densidade Optica a
630nm através do leitor de microplacas, e comparando com uma curva padrdo. A
contagem de bactérias foi realizada em camara de Neubauer. A suspenso de bactérias foi
diluida em PBS estéril na concentragio de 1,22x10° de unidades de formacao de colonias

de bactérias para que fossem injetadas no animal.

Os animais foram anestesiados com uma solu¢do composta por cetamina (3 mL),
xilazina (1,8 mL) e PBS (25,2 mL), e 10 ml/kg do animal foi aplicado no abdome em uma
inclinacdo de 45 graus, pela via i.p. Uma incisdo foi realizada na regido ventral do
pescogo, a musculatura foi afastada, para permitir a injecao intratraqueal de 0,05 mL de
PBS contendo as bactérias. Apos o procedimento, a pele foi suturada e os animais

receberam PBS subcutaneo (30 mL/kg) para reposi¢ao fluidica (SORDI ef al, 2013).

Os animais foram agrupados em 3 grupos de 10 animais cada, onde todos receberam
a bactéria. Dois grupos receberam, além da instilagdo pulmonar de K.p., CMS121 nas
doses de: 3 (PS+CMS3) e 10 (PS+CMS10) mg/kg do animal. O CMS121 foi diluido em
DMSO 5%, e em propilenoglicol 50%. Foram aplicados 3 ml/kg do animal dessa solugdo
via intraperitoneal 4 horas apos a inducao da sepse, conforme a Figura 2. Os animais
pneumosépticos (PS), que nao receberam o CMS121, foram injetados com o seu veiculo,

DMSO 5% e propilenoglicol 50%.

Testes comportamentais de campo aberto foram realizados durante essa etapa, porém
nao foram incluidos nesse trabalho por causa de fatores externos, dos ambientes em que
os animais foram mantidos e colocados para a realizacdo do teste, que acabaram

influenciando no comportamento animal.
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Figura 2 — Desenho experimental da segunda etapa

Escore clinico, pesar animal, verificar consumo de dgua e ragio
| Grupos:
[ I -ps
04p1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 - PS+CMS3

I Y A A A A AN A N N B B I -aas 2

Bactéria K.p. CMS121 intraperitoneal
Intertraqueal

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Desenho experimental para avaliar os possiveis efeitos do CMS121 na sepse. Os animais
receberam injecdo i.p. 3 ml/kg do animal da solugdo com CMS121 nas doses (mg/kg) de 3 (PS+CMS3) e
10 (PS+CMS10) quatro horas ap6s a indugao da sepse. O pneumoséptico (PS) recebeu o veiculo (DMSO e
propilenoglicol) sem o CMS121. Todos os grupos com 10 animais.

4.2.3 Potencial efeito protetor do CMS121 em animais expostos ao LPS

Para o ultimo experimento os animais foram agrupados em 4 grupos: controle (CTL),
CMS, CMS+LPS e LPS. Os grupos de 8-10 animais que receberam CMS121 realizaram
adaptacdo de ingesta voluntdria com 6leo de amendoim 7 dias antes da injecao de LPS, e
comecaram o tratamento de CMS121 3 dias antes da injecdo de LPS. Nessa etapa foi
utilizado uma dose de CMS121 de 30 mg/kg do animal, diluido em 6leo de amendoim, e
aplicado através de ingestdo voluntaria (aproximadamente 100 pL./dose). A simulagao de
sepse foi induzida por uma injegao intraperitoneal de 5 mg/kg de LPS diluido em PBS.
Vinte e quatro horas e 7 dias ap6s a inje¢do de LPS os animais foram expostos ao CA por

5 minutos. O teste de TSC foi realizado no sétimo dia conforme demonstra a Figura 3.
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Figura 3- Desenho experimental da terceira etapa

Eszcore clinico

|
[ | Dias em vermelho:

Tremamento com dleo de - Pesar ammal
amandoim CMS5121 30mg/kg CMS5121 30mg/kg _ Verificar consumo de

I' A 'I A 'I A agua e ragdo

-7 6 5 4 -3 -2 -1 -Zh 1 2 3 4 3 6 7

Grupos:
| S

0 - CMS (n:10)
LPS ip. -LPS {n:10)
Smg'kg - LPS+CMSE (n:10)

Campo aberto Campo aberto
Suzpensdo pela canda

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Desenho experimental para avaliar os possiveis efeitos do CMS121 no tratamento com LPS. Os
grupos foram treinados a ingerir o 6leo de amendoim entre os dias -7 e -4. Os animais receberam 100 pl da
solucdo com CMS121 em 6leo de amendoim na dose de 30 mg/kg do animal. O tratamento com CMS121
iniciou 3 dias antes (-3 a -1) da exposi¢do ao LPS. Os grupos controle (CTL) e LPS receberam o veiculo
(6leo de amendoim) do CMS121. Os grupos CTL ¢ CMS receberam o veiculo do LPS (PBS). Foi realizado
0 CA 24 horas apos a injegdo de LPS e novamente 7 dias apos a injegdo. Foi feito o teste de TSC 7 dias
apos a inje¢ao de LPS. Grupos com 8-10 animais.

4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.3.1 Teste de Suspensao pela Cauda

O teste de suspensao pela cauda (TSC) foi utilizado para avaliar o comportamento
tipo depressivo. Envolve a suspensdo dos camundongos acima do solo, com a cauda presa
no aparato, a 60cm do chdo, sem conseguir alcangar as paredes laterais (Figura 4). Neste
teste o comportamento dos animais foi gravado por 6 minutos, onde foi marcado o tempo
que os animais permaneceram imdveis, ou sem mexer as patas dianteiras e traseiras ao
mesmo tempo. A redu¢do do tempo de imobilidade ¢ um indicador confidvel do efeito

antidepressivo (CAN et al., 2012).
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Figura 4 — Esquema do aparato utilizado no teste de TSC

wo oy

Fonte: Tlustracdo da autora com a utilizagdo do software Biorender®
Legenda: Ilustracao do aparato de TSC onde os animais ficam suspenso por uma fita adesiva que prende
sua cauda. Linhas laterais indicando as paredes do aparato. Neste teste, o animal ndo consegue alcangar as

paredes laterais.

4.3.2 Teste de borrifagem de sacarose

Nesse teste foi borrifado 1 mL de uma solucao contendo 10% de sacarose no dorso
do animal, que foi disposto, individualmente, em uma caixa acrilico (30 x 30 x 20 cm)
(Figura 5). Devido a sua viscosidade, a solucdo de sacarose “suja” o pelo do animal,
induzindo um comportamento de limpeza (grooming). Depois de aplicar a solugdo de
sacarose, a frequéncia (duracao) e a laténcia para o inicio do comportamento de grooming
foram observadas por 5 minutos e esses tempos foram marcados. Os indicios de falta de
autocuidado e comportamento motivacional sdo considerados como paralelos a alguns

sintomas de depressao, como a anedonia (WILLNER, 2005)
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Figura 5 — Esquema do aparato utilizado no TBS

‘TO

Fonte: Ilustragdo da autora com a utilizagdo do software Biorender®
Legenda: Ilustragdo do TBS onde ¢ borrifado uma solugdo de sacarose no dorso do animal, a fim de
estimular o comportamento de grooming.

4.3.3 Teste de labirinto em cruz elevada

Para investigar o comportamento do tipo-ansioso, os camundongos foram
avaliados no aparato de LCE, confeccionado de acrilico cinza com quatro bracos (dois
abertos sem paredes e dois fechados por paredes de 15 cm de altura) com 30 cm de
comprimento e 5 cm de largura cada, elevado a 50 cm do chao (Figura 6). Neste teste, os
animais foram colocados individualmente no centro do aparato, e seu comportamento foi
registrado por 5 minutos. O numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos
abertos e fechados foram mensurados. As entradas sdo contadas quando o animal entra
com as 4 patas no braco do aparato. Além disso, outras variaveis sdo medidas, como o
tempo de permanéncia na zona neutra, entre os quatro bragos, € o nimero de tentativas
nos bragos abertos, onde o animal coloca apenas parte do corpo nos bragos abertos. Esse
teste baseia-se na propensao dos roedores para os espacos escuros e fechados e um medo
incondicionado das alturas/espacos abertos. Assim, o comportamento ansiolitico ¢
caracterizado pelo aumento do tempo despendido e/ou aumento no niimero de entradas

no braco fechado (WALF; FRYE, 2007).
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Figura 6 — Esquema do aparato utilizado no teste LCE

Fechado Fechado ‘

Fonte: Tlustracdo da autora com a utilizagdo do software Biorender®
Legenda: Ilustragdo do aparato do LCE, onde o animal pode movimentar entre 2 bragos abertos e 2 bragos
fechados, e o aparato fica 50 cm acima do chao.

4.3.4 Campo Aberto

O campo aberto (CA) foi utilizado para analisar o comportamento tipo ansioso e
de locomog¢do exploratoria do animal. Para o teste, cada animal foi colocado
separadamente em uma caixa de acrilico com paredes brancas e fundo preto, conhecida
como arena de CA (40x40 cm), e seu comportamento foi registrado e, posteriormente,
analisado, durante 5 minutos (Figura 7). O CA foi dividido em 9 quadrantes, sendo estes
os cantos (em vermelho na figura 7) e o centro (em azul na figura 7). A andlise das
imagens foi realizada através do software ANY-maze®, da empresa Stoelting Co.
(Chicago, Estados Unidos da América), com mensura¢do da distancia percorrida (cm),
tempo nas areas da arena em segundos (s) e nimero de entradas em cada uma das areas.
Outros parametros foram medidos por inspecdo visual, como niimero de bolos fecais, o
nimero de rearings (movimentos exploratdrios normais dos murinos, nos quais o animal
se ergue ou fica apoiado sobre as patas traseiras), € no caso da primeira etapa, a distancia
percorrida (em numero de entradas em cada area) e tempo no centro (segundos) (DAVIS;

STEVENS; THOMAS CURTIS, 2017). O tempo em cada quadrante e a distancia
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percorrida estdo relacionados ao comportamento tipo ansioso (BAILEY; CRAWLEY,
2009).

Figura 7 — Esquema para o aparato utilizado no CA

Fonte: Ilustra¢do da autora com a utilizagdo do software Biorender®
Legenda: Exemplo da divisdo do CA. Geralmente o aparato ¢ monocromatico (branco ou preto), nesta
ilustracdo as areas em vermelho sdo consideradas canto e area em azul considerada centro.

4.4 ESCORE CLINICO

O escore clinico serve para avaliar a morbidade dos animais. A sua pontuagdo varia
de 0 a 6, onde quanto maior a pontuagdo, menor o bem-estar do animal (Tabela 1). O teste
¢ feito diariamente, onde cada animal ¢ manuseado e observado por cerca de um minuto
pra que a sua aparéncia e comportamento possam ser medidos (GONCALVES et al.,

2017).
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Tabela 1 — Escore clinico

CARACTERISTICAS ESCORES
0 1 2
Aparéncia Pelos lisos Pelos arrepiados
Aspecto olhos Normal Com secrecao
Consciéncia Alerta Sonolento
Respiracdo Répida/normal Lenta/laboriosa
Atividade Ativo Letargico Moribundo

Fonte: Adaptado de Gongalvez (2017)
Legenda: Escore Clinico utilizado para avaliagdo da morbidade dos animais.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estaticas dos graficos foram feitas através do software GraphPad Prism®
8 da empresa Dotmatics (Boston, Estados Unidos da América). Os graficos de barra
apresentam as medias e desvio padrao. Foi realizado o teste de outlier nos dados também

utilizando o GraphPad da empresa Dotmatics.

Para as distancias percorrida (Figura 8a) (Figura 14c) (Figura 15¢) e tempo no centro
(Figura 8b) (Figura 14d) (Figura 15d) no CA, tempo de laténcia (Figura 10a) e tempo de
grooming (Figura 10b) na TBS, no tempo em bragos abertos (Figura 11d), tempo em
bracos fechados (Figura 11e) e tempo em zona neutra (Figura 11f) no LCE, e no tempo
de imobilidade na suspengao pela cauda (Figura 9) (Figura 16) foi feito o teste de anélise
de variagcio (ANOVA) de uma via. Quando a ANOVA se mostrou significante, foi

utilizado o teste Tukey de multiplas comparacdes para detectar diferencas entre os grupos.

Para os numeros de rearings (Figura 8c) (Figura 14a) (Figura 15a), nimero de bolos
fecais (Figura 8d) (Figura 14b) (Figurara 15b), nimero de entradas do centro (Figura 14¢)
(Figura 15e) e nimero de entradas nos cantos (Figura 14f) (Figura 15f) no CA, o nimero
de entradas nos bracos abertos (Figura 11a), nimero de entradas em bragos fechados
(Figura 11b) e nimero de tentativas de entradas em bragos abertos (Figura 11c) no LCE
foi feita a ANOVA nao paramétrica (Kruskal-Wallis), seguida pelo teste post hoc de Dunn

para comparagdes multiplas.
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Para a mortalidade (Figura 12a) foi feito o teste de sobrevivéncia chi quadrado
Manthel-Cox, Logrank e Gahen-Breslow-Wilcoxon. Para o escore clinico (Figura 12b) e
variagdo de peso (Figura 12e) foi feito o teste ANOVA de duas vias, onde o um fator era
o tratamento e o outro o tempo, seguido post hoc Tukey para comparagdes multiplas. O
peso dos animais mortos foi excluido da analise e o escore clinico maximo foi adicionado
para os animais mortos. Para o consumo acumulado de dgua (Figura 12¢) e consumo
acumulado de ragao (Figura 12d) foi feito o teste de regressao linear e comparacdo das

inclinagdes das retas.

Para o escore clinico da terceira etapa (Figura 13a) e perda de peso da terceira etapa
(Figura 13b) foi feito o teste ANOVA, seguido post hoc Tukey para comparacdes
multiplas. Para o consumo de dgua por animal (Figura 13¢) e consumo de ragdo por
animal (Figura 13d) foi feito o teste ANOVA de duas vias (tratamento vs tempo), seguido

post hoc Tukey para comparagdes multiplas.

5. RESULTADOS

5.1 EFEITOS DO CMS121 SOBRE O COMPORTAMENTO DO TIPO-ANSIOSO
E DO TIPO-DEPRESSIVO EM ANIMAIS SAUDAVEIS

Durante a primeira etapa de experimentos cada grupo de animais saudaveis recebeu
doses repetidas de CMS121 por inje¢do i.p., uma vez por dia, durante 7 dias: 1 (CMS1),
3 (CMS3) e 10 mg/kg (CMS10).

No CA realizado duas horas apos a primeira dose de CMS121 ndo foi visto
nenhuma diferenga estatistica entre os grupos na distancia percorrida (Figura 8a), no
tempo de permanéncia no centro (Figura 8b), na quantidade de rearings (Figura 8c) e no

numero de bolos fecais (Figura 8d).
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Figura 8 — Efeito de doses repetidas de CMS121 em animais saudaveis no
comportamento no CA
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Fonte: elaborado pela autora

Legenda: Efeito do CMS121 sobre o comportamento no CA realizado duas horas apo6s o inicio do
tratamento. Cada grupo recebeu uma dose diaria de CMS121: 1 (CMS1), 3 (CMS3) e 10 (CMS10) mg/kg
do animal durante 7 dias por inje¢ao i.p. O grupo controle (CTL) recebeu o veiculo do CMS121 (DMSO +
propilenoglicol). Animais foram expostos ao CA por 5 minutos. (a) Distancia percorrida; (b) Tempo no
centro; (c) Rearings; (d) Bolo fecal. Foram realizados dois experimentos com 5 animais cada e os dados
foram agrupados. Gréficos apresentam os valores individuais (simbolos), a média e o desvio padrao positivo
(n=10).

O CMS121 nao alterou o tempo de imobilidade no TSC, quando feito duas horas

apos o inicio do tratamento (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito de doses repetidas de CMS121 em animais saudaveis no
comportamento no TSC
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Efeito do CMS121 sobre o comportamento no teste de TSC feito duas horas apds o inicio do
tratamento. Cada grupo recebeu uma dose diaria de CMS121: 1 (CMS1), 3 (CMS3) e 10 (CMS10) mg/kg
do animal durante 7 dias por inje¢ao i.p. O grupo controle (CTL) recebeu o veiculo do CMS121 (DMSO +
propilenoglicol). Animais foram suspensos no aparato por 6 minutos. Foram realizados dois experimentos
com 5 animais cada e os dados foram agrupados. Graficos apresentam os valores individuais (simbolos), a
média e o desvio padrio positivo (n=10).

O TBS, feito 7 dias apds o inicio do tratamento, ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos. O CMS121 nao apresentou influéncia no tempo de grooming

(Figura 10a) ou no tempo de laténcia (Figura 10b).
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Figura 10 — Efeito de doses repetidas de CMS121 em animais saudaveis no teste BS
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Efeito do CMS121 sobre o comportamento no TBS feito sete dias apos o inicio do tratamento.
Cada grupo recebeu uma dose diaria de CMS121: 1 (CMS1), 3 (CMS3) e 10 (CMS10) mg/kg do animal
durante 7 dias por injecdo ip. O grupo controle (CTL) recebeu o veiculo do CMS121 (DMSO +
propilenoglicol). Animais foram observados por 5 minutos dentro do aparato. Foram realizados dois
experimentos com 5 animais cada e os dados foram agrupados. Graficos apresentam os valores individuais
(simbolos), a média e o desvio padrio positivo (n=10). (a) Tempo de grooming; (b) Tempo de laténcia.

O tratamento com CMS121 ndo gerou alteragdes no teste do LCE no ntimero de
entradas nos bragos abertos (Figura 11a), entrada nos bragos fechados (Figura 11b),
tentativas de entrada nos bragos fechados (Figura 11c), tempo nos bracos abertos (Figura

11d), tempo nos bragos fechados (Figura 11e) e no tempo na zona neutra (Figura 11f).
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Figura 11 - Efeito de doses repetidas de CMS121 em animais saudaveis no LCE
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Efeito do CMS121 sobre o comportamento no teste de LCE feito sete dias apods o inicio do
tratamento. Cada grupo recebeu uma dose diaria de CMS121: 1 (CMS1), 3 (CMS3) e 10 (CMS10) mg/kg
do animal durante 7 dias por inje¢do i.p. O grupo controle (CTL) recebeu o veiculo do CMS121 (DMSO
+ propilenoglicol). Animais foram observados por 5 minutos dentro do aparato. Foram realizados dois
experimentos com 5 animais cada e os dados foram agrupados. Graficos apresentam os valores individuais
(simbolos), a média e o desvio padréo positivo (n=10). (a) Numero de entradas nos bragos abertos; (b)
Numero de entradas nos bragos fechados; (c) Numero de tentativas nos bragos abertos; (d) Tempo nos
bragos fechados; (¢) Tempo nos bragos abertos; (f) Tempo na zona neutra.

5.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM CMS121 EM UM MODELO DE SEPSE
COM BACTERIA K p.

Na segunda etapa a sepse pulmonar foi induzida pela instilagdo da bactéria K.p.
na traqueia dos animais. Quatro horas depois os animais receberam uma dose de CMS121
de 3 ou 10 mg/kg, aplicada por inje¢do i.p., e foram avaliados durante 15 dias. A infec¢ao
por K.p. causou a mortalidade de cerca de 40% dos animais (Figura 12a) durante os 15
dias de tratamento. A média do escore clinico passou de zero (saudavel, antes da injecao
por K.p.) para quase 3, 24 horas ap0s a indu¢ao da sepse, e foi diminuindo gradativamente

até chegar em aproximadamente 1 no dia 15 do periodo pos-séptico (Figura 12b). Os
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animais sofreram perda de peso até¢ 9 dias apds a indugdo por K.p. e recuperaram
totalmente o peso ao fim dos 15 dias de tratamento (Figura 12¢). O consumo de agua
(Figura 12c) e ragdo (Figura 12d) foram constantes durante os 15 dias de tratamento,
porém houve uma diminui¢ao no consumo de ragdo acumulada nos grupos que receberam
o CMSI121 na dose 3 mg/kg, o que foi mais acentuado na dose de 10 mg/kg, quando
comparado ao grupo PS. O tratamento com CMS121 per se ndo alterou a mortalidade,
escore clinico, consumo de dgua, e no peso dos animais em nenhuma das doses testadas

(Figuras 12a, 12b, 12¢ e 12e respectivamente).

Figura 12 — Efeitos do CMS121 sobre a mortalidade, escore clinico, peso, consumo de
agua e ragcdo em animais sépticos
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Legenda: Efeitos do tratamento com CMS121 em animais submetidos ao modelo de pneumosepse
experimental. Os animais receberam instilagdo de K.p. intrapulmonar e uma injegdo de CMS121 em duas
doses diferentes: 3 (PS+CMS3) ¢ 10 mg/kg (PS+CMS10). O grupo PS recebeu o veiculo do CMS121
(DMSO + propilenoglicol). (a) Mortalidade; (b) Escore clinico; (¢) Consumo acumulado de agua; (d);
Consumo acumulada de ragdo: houve uma redugéo no consumo de acumulada de ragdo quando compara os
grupos que receberam o CMS121 com o grupo CTL; (e) Varia¢do de peso. (n=10). Parametros medidos
diariamente.

5.3 POTENCIAL EFEITO PROTETOR DO CMS121 EM ANIMAIS EXPOSTOS
AO LPS

No ultimo experimento, a dose de CMS121 utilizada foi de 30 mg/kg do animal,
por via oral (ingestdo voluntaria). O CMS121 per se ndo influenciou no escore clinico
dos animais (Figura 13a). Os animais saudaveis que receberam CMSI21 tiveram um
aumento de peso quando comparados ao CTL (Figura 13b). Esse aumento pode ser visto
no quarto dia (p<0,05) e no oitavo dia (p<0,05). O CMS121 nio influenciou no consumo
de agua (Figura 13c) e ragdo (Figura 13d) dos animais, quando comparado aos animais

controle.

O tratamento com CMS121 iniciou 3 dias antes da inje¢do com LPS (5 mg/kg) e
foi seguido até o 7° dia apds sua injecdo. A exposicao ao LPS reduziu o bem-estar dos
animais nas primeiras 24h, observado através do aumento do escore clinico, que possui o
pico no primeiro dia apds a inje¢do com LPS e foi diminuido até chegar a zero no dia sete
(Figura 13a). A exposi¢do ao LPS também reduziu de forma significativa o peso dos
animais (Figura 13b), sendo que o pico de perda de peso foi 4 dias apds a injecdo, com
perda por volta de 6 g/animal (p=0.0001). Nao houve melhora desse estado até o 8° dia
(p=0,0008). O LPS reduziu o consumo de agua (Figura 13c) (p<0,05) e racdo (Figura
13d) (p<0,0001) nos primeiros dias, tendo o seu pico no segundo dia apos a inje¢do com

LPS e se normalizando até o dia sete.

O grupo LPS+CMS nao apresentou diferengca no escore clinico quando
comparado ao grupo LPS, mostrando que o CMS121 nio influenciou no escore clinico.
(Figura 13a). Os animais LPS+CMS tiveram uma recuperagdo mais rapida em relagdo ao
peso, quando comparado com os animais do grupo LPS (Figura 13b). A partir do sexto
dia o peso dos animais LPS+CMS ja se normalizaram em relagdo do grupo CTL, e isso
continuou no oitavo dia, mostrando entdo diferenca estatistica entre os grupos LPS+CMS

e LPS no sexto (p=0,003) e no oitavo dia (p=0,01) (Figura 13b). O grupo LPS+CMS nao
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apresentou diferenca no consumo de agua (Figura 13c¢) e ragdo (Figura 13d) quando

comparado ao grupo LPS, mostrando que o CMS121 ndo influenciou nesses parametros.

Figura 13 — Efeitos do CMS121 sobre escore clinico, peso, consumo de dgua e racao em
animais expostos ao LPS
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Efeitos do tratamento com CMS121 30mg/kg do animal pela via oral, comecando 3 dias antes e
seguido até 7 dias ap6s a indugdo por LPS (CMS ¢ LPS+CMS). O grupo controle (CTL) e grupo LPS
receberam apenas o veiculo do CMS121 (6leo de amendoim). Graficos apresentam medias diarias de cada
grupo. (a) Escore clinico: os grupos que receberam LPS apresentaram aumento do escore clinico; (b)
Variacao de peso: os grupos que receberam o LPS perderam peso, o grupo LPS+CMS teve uma recuperagao
mais rapida, voltando a se aproximar do peso do CTL no dia 6, e o grupo CMS teve um aumento do peso
quando comparado ao CTL; (¢) Consumo de agua por animal: os grupos que receberam o LPS diminuiram
o consumo de agua, tendo esse pico 48 horas apods a inje¢do; (d) Consumo de rag@o por animal: os grupos
que receberam o LPS diminuiram o consumo de ragdo, tendo esse pico 48 horas ap6s a injecdo. (n=8-10).
Diferencas com o grupo controle ilustrada (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,0001). Diferengas entre os grupos
LPS e LPS+CMS ilustrado (# p<0,05; ## p <0,01). Nao foram incluidas no grafico as diferengas entre os
grupos CTL x LPS+CMS, CMS x LPS, CMS x LPS+CMS.

CTL

CMS

LPS
LPS+CMS
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O CMSI21 per se nao gerou influéncia no numero de rearing (Figura 14a),
numero dos bolos fecais (Figura 14b), distancia percorrida (Figura 14c), tempo no centro
(Figura 14d), nimero de entradas do centro (Figura 14¢) e tempo nos cantos (Figura 14f)
do CA.

O LPS causou uma grande diminui¢do de movimento, como observado no CA
(Figura 14) e testado 24 horas apos a inje¢do de LPS. Houve diminui¢do no niimero de
rearings (p<0,01) (Figura 14a), da distancia percorrida (p=0,001) (Figura 14c) e o numero
de entradas no canto (p=0,02) (Figural4f), quando comparados ao grupo controle. Nao
foram observadas diferengas na contagem de bolos fecais em relagdo ao grupo controle
(Figura 14b) e nem no nimero de entradas no centro (Figura 14¢), embora haja uma clara
tendencia a valores inferiores se comparado ao grupo CTL.

O tratamento LPS+CMS ndo alterou o nimero de rearings (Figura 14a), o nimero
de bolos fecais (Figura 14b), a distancia percorrida (Figura 14c), o nimero de entradas
do centro (Figura 14¢) e o tempo nos cantos (Figura 14f), porém, o grupo LPS+CMS teve
um maior tempo de permanecia no centro do CA, quando comparado com o grupo LPS

(p=0,025) (Figura 14d).

Figura 14 — Efeitos do CMS121 sobre o comportamento no CA de animais submetidos
ao modelo de LPS, avaliados 24 horas apds a exposi¢ao
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Efeito do tratamento com LPS ¢ CMS121 no CA 24h apos a injegdo de LPS. Os grupos CMS e
LPS+CMS receberam 30 mg/kg do animal pela via oral, comegando 3 dias antes da injegdo de LPS. Os
grupos controle (CTL) e LPS receberam o veiculo (6leo de amendoim) sem o composto CMS121. Graficos
apresentam os valores individuais, a média dos valores e o desvio padrdo positivo. (a) Rearings: LPS
apresentou reducdo no nimero de rearings quando comparado ao grupo CTL; (b) Bolo fecal; (c) Distancia
percorrida: grupo LPS apresentou reducdo na distancia percorrida quando comparado ao grupo CTL; (d)
Tempo no centro: grupo LPS+CMS apresentou aumento no tempo de permanecia no centro do CA quando
comparado ao grupo LPS; (e) Entradas no centro; (f) Entradas no canto: grupo LPS apresentou diminuig@o
do niimero de entradas nos cantos quando comparado ao CTL. (n=8-10). Diferencas com o grupo controle
ilustrada (* p<0,05; ** p <0,01). Diferencas entre os grupos LPS ¢ LPS+CMS ilustrado (# p<0,05). Nao
foram incluidas no gréafico as diferencas entre os grupos CTL x LPS+CMS, CMS x LPS, CMS x LPS+CMS.

O CMSI21 em animais saudaveis ndo gerou influéncia no nimero de rearing
(Figura 15a), numero dos bolos fecais (Figura 15b), distdncia percorrida (Figura 15c),
tempo no centro (Figura 15d), nimero de entradas do centro (Figura 15¢) e tempo nos
cantos (Figura 15f) do CA quanto observados sete dias apds a injegao.

No sétimo dia ap0s a inje¢do de LPS, os animais que receberam LPS apresentaram
um aumento no comportamento exploratorio, quando comparados ao grupo controle
(Figura 15). Nao houve diferenga no niumero de rearing (Figura 15a) e nem no niimero
de bolos fecais (Figura 15b), mas houve um aumento na distancia percorrida (p=0,0003)
(Figura 15c), no tempo no centro (p=0,0037) (Figura 15d), nas entradas no centro
(p=0,0003) (Figura 15e) e nas entradas do canto (p=0,014) (Figura 15f), quando
comparado ao grupo controle.

O tratamento LPS+CMS nio alterou o nimero de rearings (Figura 15a), o nimero
de bolos fecais (Figura 15b), a distancia percorrida (Figura 15¢), o tempo de permanecia
no centro (Figura 15d), o nimero de entradas do centro (Figura 15¢) e o tempo nos cantos

(Figura 15f) no CA, 7 dias ap6s a injecdo quando comparado ao grupo LPS.
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Figura 15 - Efeitos do CMS121 sobre o comportamento no CA de animais submetidos
ao modelo de LPS, avaliados 7 dias apds a exposicao
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Efeito do tratamento com LPS e CMS121 no CA 7 dias ap6s a injegdo de LPS. Os grupos CMS
e LPS+CMS receberam 30 mg/kg do animal pela via oral, comegando 3 dias antes da injecdo de LPS. Os
grupos controle (CTL) e LPS receberam o veiculo (6leo de amendoim) sem o composto CMS121. Graficos
apresentam os valores individuais, a média dos valores e o desvio padrio positivo. (a) Rearings; (b) Bolo
fecal; (c) Distancia percorrida: grupo LPS teve um aumento na distancia percorrida quando comparado ao
grupo CTL; (d) Tempo no centro: grupo LPS teve um amento no tempo de permanéncia no centro quando
comparado ao grupo CTL; (e) Entradas no centro: grupo LPS teve um amento no nimero de entradas no
centro quando comparado ao grupo CTL; (f) Entradas no canto: grupo LPS teve um aumento no numero
de entradas nos cantos quando compara doa grupo CTL. (n=8-10). Diferencas com o grupo controle
ilustrada por asterisco (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,0001). Nao foram incluidas no grafico as diferencas
entre os grupos CTL x LPS+CMS, CMS x LPS, CMS x LPS+CMS.

Nao houve diferenga significativa de comportamento no teste de TSC ao ser
avaliado 7 dias apds a injecao de LPS, quando os quatro grupos foram comparados

(Figura 16).
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Figura 16 — Efeitos do CMS121 sobre o comportamento no TSC de animais submetidos
ao modelo de LPS, avaliados 7 dias apds a exposicao
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Efeito do tratamento com LPS ¢ CMSI121 no teste de TSC 7 dias apds a injecdo de LPS. Os
grupos CMS e LPS+CMS receberam 30 mg/kg do animal pela via oral, comecando 3 dias antes da injecdo
de LPS. Os grupos controle (CTL) e LPS receberam o veiculo (6leo de amendoim) sem o composto
CMSI121. Graficos mostrando os valores individuais, a média dos valores e o desvio padrao positivo. (n=8-
10)

6. DISCUSSAO

Durante a primeira etapa, quando testadas as doses repetidas por 7 dias de
CMS121 (1, 3 e 10 mg/kg do animal) em animais saudéaveis, nao houve efeito do CMS121
em nenhum dos testes de comportamento aplicados. A avaliacdo do comportamento no
CA, TSC, TBS e LCE buscava observar comportamentos como do tipo-ansioso, do tipo-
depressivo e de anedonia, entretanto o CMS121 ndo alterou nesses comportamentos.
Como a estrutura do CMS121 foi baseado no flavonoide fisetina, o qual apresentou
resultados ansioliticos e antidepressivos (GOPNAR et al., 2023), esperdvamos encontrar
os mesmos resultados. H4 poucos estudos mostrando os efeitos comportamentais do
CMSI21, principalmente em animais saudaveis. Um levamento de testes
comportamentais em roedores feito em 2022 indica que o comportamento animal ainda
nao ¢ completamento compreendido, e recomenda que varios testes comportamentais

sejam executados para a obten¢do de um resultado (ACIKGOZ; DALKIRAN; DAYI,
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2022). Isso foi uma limitagao dessa etapa, onde os testes que foram feitos para observar
o comportamento do tipo ansioso (CA e LCE), do tipo depressivo (TSC) e comportamento
de anedonia (TBS) ndo apresentaram resultados. Outros testes como o labirinto Y, marble
burying, labirinto aquatico de Moris, reconhecimento de objeto e teste do claro e escuro
poderiam revelar se o CMS121 possui alguma influéncia sobre a cogni¢ao e ansiedade.
Pela razao de todos os testes feitos serem preditivos, com animais saudaveis, os resultados
ndo excluem a possibilidade de que o CMS121 funcione em outro regime de dose ou
tratamento, como tratamentos mais longos (3-4 meses) como visto na literatura.

A literatura sobre 0o CMS121 ¢ baseada em linhagens especificas de camundongos,
como camundongos SAMPS8 e db/db (CURRAIS et al., 2019; ZAHID et al., 2023). Nesse
projeto, trabalhamos com camundongos Swiss sem nenhuma modificacdo genética. E
possivel que para que os beneficios do CMS121 possam ser observados, € necessario que
doencas metabdlicas ou genéticas estejam presentes.

Por outro lado, o fato do CMS121 ndo alterar o comportamento desses animais
saudaveis indica que a molécula ndo gera toxicidade nos camundongos, sendo entio
segura para que mais testes sejam realizados.

Os resultados presentes nesse projeto também apresentam uma dispersao maior
do que a esperada e vista na literatura. Fatores externos como o barulho e o estado de
biotérios e salas especiais para o comportamento animal contribuem para a mudanca de
comportamento, como o do tipo-depressivo (CHENG et al., 2022), e podem ter
contribuido para os resultados inesperados, como os do teste de TSC, onde a dispersado
foi muito grande.

Na segunda etapa, quando testadas as duas doses de CMS121 (3 e 10 mg/kg do
animal), por meio de inje¢do i.p., em um modelo de infe¢do séptica induzida pela bactéria
K.p. instilada intratraquelemente, observamos a mortalidade de 40%, o que era esperado
(BONORINO, 2021). O CMSI121 nao foi capaz de reverter os efeitos da sepse, uma vez
que nao protegeu contra a mortalidade e a deterioragdo da saude do animal, quando
avaliados pelo escore clinico e a perda de peso. Entretanto, houve uma diminui¢ao gradual
do consumo de ragdo acumulada quando comparados os dois grupos que recebam
CMS121 e o grupo controle. Isso ndo ¢ visto em outros estudos que usaram o tratamento
de CMS121 e que mediram o consumo de ra¢ao durante o experimento (ATES et al.,
2020; ZAHID et al., 2023). Nao existem dados mostrando a eficiéncia do CMS121 contra
uma infec¢do aguda como a sepse. A fisetina, composto modelo para sintese do CMS121,

estd em ensaio clinico para o tratamento de COVID-19 (VERDOORN et al., 2021), por
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conseguinte, acreditdvamos que o CMS121 tivesse os mesmos efeitos. Outras doses de
CMS121 ou outros regimes, com tratamentos mais longos, podem revelar o efeito protetor

do CMS121 nessa doenca. S0 necessarios novos experimentos para sanar estas dividas.

Na ultima etapa, quando o CMS121 (30 mg/kg) foi testado pela via oral (ingestdo
voluntdria) em animais saudaveis e em animais que receberam uma dose de LPS (5
mg/kg), observou-se uma diminui¢ao do peso e do consumo de ragdo nos grupos que
receberam o LPS, bem como a piora no estado clinico, quando comparados com o grupo
controle. Estes sao efeitos esperados do LPS (COONEY; KIMBALL; VARY, 1997). O
grupo LPS+CMS teve uma recuperagdo de peso mais rapida quando comparado ao grupo
LPS, e no 6° apds a injecdo do LPS, os animais do grupo LPS+CMS ja tinham recuperado
0 seu peso, estando proximos do grupo controle, enquanto os animais do grupo LPS
possuiam cerca de 6 gramas a menos cada. Em relacdo ao peso dos animais, também
houve um aumento de peso no grupo tratado somente com CMS, em relacdo ao grupo
controle. Enquanto o grupo controle perdeu peso apds a injecdo de PBS, os animais do
grupo CMS conseguiram manter o peso sem alteracdo. A perda de peso nos animais CTL
pode indicar algum tipo de estresse nos animais, o que teria sido neutralizado pelo
CMS121, tanto nos animais controles, como nos animais expostos ao LPS. O CMS121
tem apresentado resultados promissores em estudos voltados a diabetes e camundongos
obesos db/db, limitando o ganho de peso dos animais obesos (ZAHID et al., 2023).
Entretanto, 0o CMS121 ndo foi capaz de melhorar os parametros de satde, analisando pelo

escore clinico, nem o consumo de 4gua e ragao.

Na terceira etapa também houve uma drastica diferenga no comportamento no CA,
quando analisado 24h ap6s receberem LPS. Com a dose usada (5 mg/kg do animal) o
efeito do LPS ja pode ser visto um dia apos a injecao, como demonstrado por Zhang et
al., a distancia percorrida no CA j4 ¢ afetada no primeiro dia apds a exposi¢dao ao LPS
nesta mesma dose (ZHANG et al., 2022). Os grupos que receberam o LPS tiveram pouca
mobilidade no CA 24h apos a injecdo de LPS, enquanto os animais que tiverem o
tratamento de CMS121 juntamente com o LPS tiveram um tempo maior de permanecia
no centro, quando comparados aos animais que receberam apenas o LPS. Esse
comportamento esta ligado a tendéncia do comportamento do tipo-ansioso em ficar em
areas mais fechadas, ou perto de paredes, e evitar areas abertas e iluminadas (BAILEY;
CRAWLEY, 2009). Essa protecdo do CMS121 contra o comportamento do tipo-ansioso

também ocorreu em animais com mutagdes presentes na DA, onde o CMS121 protegeu
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contra comportamento do tipo ansioso no LCE (ATES et al., 2020). Assim como 0s
efeitos ansioliticos e antidepressivos vistos no tratamento com fisetina (GOPNAR et al.,
2023), € possivel que 0 CMS121 possa influenciar no comportamento animal, produzindo

um efeito contra o comportamento do tipo-ansioso.

Ja no CA realizado 7 dias apds o tratamento com LPS, os grupos j& encontravam
recuperados, aumentaram a sua mobilidade quando comparados aos grupos que nao
receberam, mostrando uma hiperlocomocgao dos grupos que receberam o LPS. Estudos
mostram que o CA perde a sua eficacia em repeticdes em animais saudaveis e animais
expostos ao LPS (ENGELAND et al, 2001; SHIEH; YANG, 2020), e os grupos que
receberam o LPS estavam com a mobilidade baixa durante o teste de 24h, sem ter a
oportunidade de explorar o campo, gerando uma hiperlocomocao durante esse segundo
teste. Os tratamentos ndo tiveram efeito no comportamento no TSC, assim como na

primeira etapa, mostrando que o CMS121 ndo apresentou efeitos antidepressivos.

Com isso, a Unica etapa que o CMS121 demonstrou efeitos de ajuda na
recuperagdo da infec¢do foi na terceira etapa, com a recuperagdo do peso dos animais.
Possivelmente com testes comportamentais distribuidos de forma diferentes durante a
etapa, como 48 ou 72 horas apds a injecdo de LPS, seria possivel observar efeitos do
CMSI21 no comportamento animal. A alta dose de LPS utilizada também pode ter

mascarado efeitos mais sutis do CMS121.

7. CONCLUSAO

O objetivo desse trabalho foi o de verificar se o tratamento com CMS121 era capaz
de modificar comportamentos do tipo-depressivo e tipo-ansioso em camundongos. Foram
analisados animais saudaveis, e a recuperagao de animais sépticos e infectados pelo LPS.
Foi observado também o comportamento desses animais em testes de CA, LCE, TSC e
TBS. A hipotese deste trabalho era que, devido os beneficios vistos no flavonoide fisetina
no comportamento e animal, e dos beneficios do CMS121 na DA, além das similaridades
da DA com o sepse, o CMS121 iria ajudar na recuperacao da infecgdo e proteger contra

comportamento do tipo-depressivo e do tipo-ansioso.
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Os resultados obtidos durante esse ano de pesquisa nao foram conforme o esperado,
mas nos auxiliaram na compreensao de alguns pontos. O CMS121 ndo teve influéncia na
primeira etapa com os animais saudéaveis, sendo incapaz de amenizar comportamento do
tipo-ansioso e do tipo-depressivo em animais saudaveis. Mesmo em animais saudaveis,
os antidepressivos classicos reduzem o tempo de imobilidade no teste TSC, antevendo

assim seu potencial para uma droga de tratamento para depressao.

Na segunda etapa, que foi realizada uma simulagdo de sepse pulmonar, onde os
animais receberam injecdo da bactéria K.p., os grupos que receberam o tratamento com
CMSI121 tiveram um menor consumo acumulado de ragao, e mesmo assim o peso dos
animais continuo similar aos animais sépticos. Na terceira etapa, onde os animais foram
expostos ao LPS, o CMS121 ajudou na recuperacao de peso apds a infeccao de LPS, e
influenciou no tempo de permanéncia no centro do CA. O CMS121 aumentou o tempo
no centro do CA, indicando um efeito ansiolitico nos camundongos, porém isso nao foi

corroborado com mais nenhum resultado.

Ficou claro que o CMS121 ndo possui efeitos eficazes na prote¢do de infecgdes
agudas como a da sepse ou a endotoxemia induzida por LPS, ao menos nas condi¢des e
doses testadas. A literatura mostra que o CMS121 tem efeito antienvelhecimento em
camundongos de envelhecimento rdpido e em modelos animais de DA. O CMS121
também foi eficaz em aliviar doencas sistémicas, como diabetes e os danos renais
induzidos pela obesidade, entretanto vimos que a sua influéncia na sepse foi limitada, nas
condi¢des testadas. Mesmo apresentando alguns resultados positivos, eles ainda nao
justificam o investimento em novas pesquisas com o0 CMS121 nessas condigdes e doses,
como um novo tratamento para a sepse. Talvez utilizando outras formas de tratamento
com o CMS121, como o CMSI121 aderido a ragdo do animal como ¢ feito em muito
estudos, os resultados poderiam ser mais promissores. Muitos estudos ainda precisam ser
produzidos para que os beneficios € mecanismos do CMSI121 possam ser melhor

entendidos.
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