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Resumo

Introducdo — O lipopolissacarideo (LPS), um componente da parede celular de bactérias
gram-negativas age como um pirdbgeno exdégeno, induzindo os macrofagos a liberar citocinas
como o Fator de Necrose Tumoral (TNF), e Interleucinas 1, 6 e 8, entre outras. Dentre as acoes
das citocinas que alteram diferentes fungdes do organismo e sdo mediadas pelo SNC citam-se a
febre, as alteragdes neuroenddcrinas, alteragbes no sono e outras alteragdes comportamentais
(atividades exploratérias, sexuais e sociais). Ainda ndo ha um entendimento definitivo de como
0s processos sistémicos ativam o SNC. Algumas evidéncias indicam que o LPS produz lesdo em
sistemas dopaminérgicos centrais, envolvendo processos inflamatérios como a etiologia da
doenca de Parkinson. Desde que esta resulta de lesbes em sistemas dopaminérgicos nigroes-
triatais, o presente trabalho investigou os efeitos da administragdo aguda de LPS em comporta-
mentos ligados ao sistema dopaminérgico central, a estereotipia e a catatonia induzidas por an-
fetamina e haloperidol, respectivamente, agonistas e antagonistas dopaminérgicos centrais. Ma-
terial e Métodos — Camundongos receberam 100 pg/kg de LPS e foram observados em campo
aberto.O comportamento estereotipado induzido por 2 mg/kg de anfetamina e a catatonia induzi-
da pelo haloperidol (4 mg/kg) foram observadas em animais tratados ou ndo com LPS. Resulta-
dos — O LPS reduziu a atividade geral e a estereotipia dos de forma significantemente. Por outro
lado, observou-se persisténcia na catatonia induzida pelo haloperidol, resultando em maior in-
tensidade do mesmo. Conclusdes — Estes dados permitiram sugerir que o processo inflamatério
induzido pelo lipopolissacarideo interfere com sistemas dopaminérgicos nigroestriais, porém es-
tes resultados necessitam ser investigados em estudos mais aprofundados.
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Abstract

Introduction — The lipopolysaccharide (LPS), is a component of the cell wall of gram-negative
bacteria acting as an exogenous pirogen by release from macrophage cytokines as Tumor Ne-
crosis Factor (TNF), and Interleucinas 1, 6 and 8.among others. Cytokines affect different func-
tions of the body and that are mediated by SNC is fever, neuroendocrine changes, interference in
sleep and other behavioral changes (exploratory activity, sexual and social). Some evidence indi-
cates that the LPS produces damage in central dopaminergic systems, involving inflammatory
processes such as the etiology of Parkinson’s disease. Since this is the result of injuries in dopa-
minergic nigroestriatal system, this work investigated the effects of acute administration of LPS in
behaviors related to the central dopaminergic system, the stereotypy and catatonia induced by
haloperidol and amphetamine, respectively, central dopaminergic agonists and antagonists. Ma-
terial and Methods — Rats received 100 ug/kg LPS and were observed in an open field to determi-
ne the time-curve effect. The stereotyped behavior induced by 2 mg/kg of amphetamine and ca-
tatonia induced by haloperidol (4 mg / kg) were observed in animals treated with LPS or not.
Results — LPS reduced the overall activity of the animals in the open field and the stereotypy indu-
ced by amphetamine significantly. Furthermore, there was persistent in catatonia induced by ha-
loperidol, resulting in greater intensity of it. Conclusions — These data suggest that the inflamma-
tory process induced by LPS interferes with nigroestrial. dopaminergic systems.
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Introducéo

O lipopolissacarideo (LPS), um componente da pare-
de celular de bactérias gram-negativas age como um
pirégeno exodgeno®. Tal fato é consequéncia do LPS
atuar sobre células dos organismos, principalmente os
macrofagos, induzindo-os a liberar citocinas como o Fa-
tor de Necrose Tumoral (TNF), e Interleucinas 1, 1,6 e 8
(IL-1, IL-6 e IL-8) entre outras'. Embora o LPS seja tam-
bém diretamente responsavel pela liberacéo das inter-
leucinas, a sua agao direta sobre a liberacdo de TNF
pelos macréfagos é a principal responséavel pela libera-
céo de IL-1 e IL-6 através de reacéo de cascata'.

Dentre as a¢des das citocinas que alteram diferentes
fungdes do organismo e sdo mediadas pelo SNC citam-
se a febre, as alteragdes neuroendocrinas, alteragdes
no sono e outras alteracbes comportamentais (ativida-
des exploratdrias, sexuais e sociais). Ainda ndo ha um
entendimento definitivo de como os processos sistémi-
cos ativam o SNC. Assim, os aferentes nervosos perifé-
ricos seriam uma possivel via de comunicagéo. Outra
possibilidade seria a entrada de citocinas circulantes no
sistema nervoso central, fato s6 possivel de ocorrer em
locais do cérebro onde a barreira hemato-encefélica se
faz ausente como a area postrema e 0 organum vascu-
losum da lamina terminalis, ou entdo em injurias cere-
brais, ocorréncia, no entanto, tardia™.

As citocinas influenciam diversos neurotransmissores
centrais, incluindo noradrenalina, serotonina, GABA,
acetilcolina e varios neuropeptideos (opidides, substan-
cia P, colecistoquinina e outros)®". No entanto, as rela-
coes entre as citocinas e 0s neurotransmissores, bem
como a fungcao especifica das citocinas ainda € desco-
nhecida. Sabe-se também, que as citocinas interferem
com varios dos mecanismos intracelulares de segundos
mensageiros, ndo se encontrando ainda uma resposta
intracelular especifica para as mesmas.

Relacbes multiplas ja foram estabelecidas entre o siste-
ma nervoso central, o neuroenddcrino e o sistema imune.
Os efeitos imunomodulatérios na transmissédo nora-
drenérgica e colinérgica estao bem documentados, porém
as inter-relagdes entre o sisterna dopaminérgico e o imune
necessitam melhor investigacdo™'*!". Existem evidéncias
que este sistema possa ser alterado pelo sistema imune,
em particular a existéncia de receptores dopaminérgicos
em mondcitos e macréfagos, havendo, no entanto apenas
evidéncias indiretas®. Nota-se ainda que a dopamina
reduz a resposta de anticorpos em heméaceas de carneiro
e retarda a resposta de rejeicdo ao enxerto quando
injetada em combinac¢ao com outras drogas que agem na
funcao neuroenddcrina®. Outra série de evidéncias ainda
reforca a interferéncia da dopamina no sistema imune?31°*,

A doencga de Parkinson (DP) € uma desordem neuro-
l6gica que afeta aproximadamente 1-3% da popula-
cao®. A patologia primaria da DP € uma perda de célu-
las dopaminérgicas da substancia nigra (SN), a qual
promove também reducao na dopamina estriatal®. Ou-
tros sinais patolégicos envolvem inflamacgao cronica, es-
tresse oxidativo, disfungdo mitocondrial ou proteosomal
bem como a presenca de corpusculos de Lewys™. Va-

rios modelos animais de DP demonstram neurodegene-
racdo em resposta a inflamacéo e o emprego de antin-
flamatdrios a atenua. Foi encontrada alta correlacéo en-
tre encefalite e a incidéncia de DP®. Além disto, foi des-
crito um caso de inducé&o de DP por exposicéo aciden-
tal ao lipopolissacarideo (LPS) de Salmonella minneso-
ta*. Todos estes dados sugerem um papel importante
dos processos inflamatdrios na etiologia da DP.

E fato conhecido que os sistemas dopaminérgicos
estriatais estdo envolvidos com a fungdo motora*. Os
modelos animais mais empregados para avaliagdo da
funcéo estriatal sdo a catatonia experimental induzida
por antagonistas dopaminérgicos e a estereotipia indu-
zida por agonistas.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo testar
a hipotese de que alguns distdrbios motores podem ser
determinados por uma infeccdo. Para tanto se empre-
gou o LPS como indutor da inflamacao e examinaram-
se, em camundongos, 0s comportamentos de catatonia
e esterectipia. Inicialmente foi determinada, a dose e a
laténcia para os efeitos motores em campo aberto para
entdo empregar estes dados nos demais experimentos.

Materiais e Métodos
Animais

Foram utilizados camundongos Balb-c, machos, man-
tidos em gaiolas de plasticos foscos medindo
17 x 27 x 14 cm. Estas foram colocadas em biotério com
luz controlada, de ciclo de 12 horas, e temperatura
constante. Agua e comida foram fornecidas aos animais
a vontade.

Drogas

LPS: lipopolissacarideo obtido por extragao fendlica a
partir da Escherichia coli, sorotipo 0127:B8 (Sigma). So-
luc&o salina: solucéao estéril de cloreto de sédio a 0,9%.

Procedimentos
Avaliagéo da atividade geral em campo aberto

O campo aberto empregado foi construido conforme
proposto por Broadhurst® (1960) e adaptado ao tamanho
dos camundongos. Para as observacées foram computa-
das as frequéncias de locomocao e levantar dos animais.
Para tanto, um animal de cada grupo foi introduzido indivi-
dualmente no centro do aparelho e observado por 3 minu-
tos em condi¢bes de auséncia de estimulos externos. A
freqUéncia de locomocao foi definida como o nimero de
quadrados que o0 animal penetrou com as 4 patas e a de
levantar pelo nimero de vezes que o animal ergueu a par-
te frontal do corpo apoiado apenas nas pernas traseiras.
Entre a observagcédo de cada animal o campo aberto foi
limpo com uma mistura de agua e alcool a 5%. Os animais
dos grupos controle e experimental foram observados no
periodo da manha, entre 8:00 e 12:00 horas, intercalada-
mente para evitar influéncias circadianas.
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Avaliacdo do comportamento estereotipado

O comportamento estereotipado — CE — consiste em
movimentos repetidos sem variagcdes e aparentemente
sem objetivo — € um comportamento relacionado com a
ativagao progressiva de receptores dopaminérgicos da
via Nigro estriatal. Pode ser induzido por varias drogas
agonistas dopaminérgicas, entre elas, a anfetamina.

Para o registro quantitativo do CE, os camundongos
foram observados dentro de suas gaiolas-moradia (gaio-
las de arame) na qual permaneceu, um por gaiola, (no
minimo por 1 hora antes do procedimento experimental),
no periodo claro de luz. Com a finalidade de evitar possi-
veis interferéncias nas observacdes, o bebedouro e a ra-
cao foram retirados 15 minutos antes das observacoes.
O CE induzido pela anfetamina foi quantificado por meio
de uma escala modificada de escores proposta por
Setler et al.® (1976), mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Escores de estereotipia para camundongos

Escore  Comportamento

0 Dormindo ou ativo.

1 Explorando/farejando com presencga de locomogéo.

2 Explorando/farejando com rigidez corpérea, mas loco-
mogao presente, pelos arrepios, taquipnéia.

3 Animal num so¢ local, presenca de rigidez, farejando
ou nao.

4 Animal num s6 local, presenca de rigidez, girando,

farejando ou néo, subindo nas grades da gaiola.

A avaliagdo do CE foi realizada a intervalos de 10 mi-
nutos, durante 60 minutos consecutivos apos o trata-
mento com a anfetamina. No final desta hora os escores
atribuidos a cada animal foram somados. Com este valor
se obteve a mediana das somatdrias dos escores de ca-
da grupo. Para a construgdo da curva tempo-efeito, isto
é, intensidade de CE em funcéo do tempo decorrido
apo6s a administracdo de anfetamina, utilizou-se o escore
atribuido ao animal naquele determinado momento.

Avaliacdo da catatonia experimental

A catatonia ou catalepsia — caracterizada tanto pela
imobilidade posicional, como pela dificuldade de iniciar
movimentos voluntarios — foi observada pela colocagéao
de camundongos apoiados apenas sobre trem posterior
com as patas anteriores apoiadas em uma barra hori-
zontal (bastao de vidro), apoés injecdo de 4,0 mg/kg de
haloperidol, i.p”. O animal foi observado por 30 segun-
dos a cada 10 minutos por 60 minutos e aos 90 minutos.
Os animais que permaneceram na barra por 30 segun-
dos eram anotados como cataténicos e 0s que néo per-
maneciam como nao cataténicos.

Delineamento experimental
Experimento 1. Efeitos da administracdo de 100 ug/kg

de LPS na atividade geral de camundongos observados
em campo aberto.
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Doze camundongos foram divididos em dois grupos
iguais: um experimental e outro controle. Os animais do
grupo experimental receberam por via i.p. 100 pg/kg de
LPS e os do grupo controle o veiculo do LPS. A obser-
vagao da atividade geral foi feita aos 30, 60, 90, 120 e
150 minutos apds as administracoes.

Experimento 2. Efeitos da administracdo de 100 ug/kg
de LPS no comportamento estereotipado induzido pela
anfetamina.

Dez camundongos foram divididos em dois grupos
iguais: um experimental e outro controle. Os animais do
grupo experimental receberam o LPS como no experi-
mento 1 e os do controle o seu veiculo. Noventa minutos
apos os tratamentos os animais dos dois grupos rece-
beram 2 mg/kg de anfetamina, i.p. A observagcdo do
comportamento estereotipado foi feita como descrito em
material e métodos.

Experimento 3. Efeitos da administragdo de 100 ug/kg
de LPS na catatonia experimental induzida pelo halope-
ridol.

Vinte camundongos foram divididos em dois grupos
iguais: um controle e um experimental. Os animais do
grupo experimental receberam o LPS como no experi-
mento 1 e os do controle o seu veiculo. Noventa minutos
apos os tratamentos os animais dos dois grupos foram
injetados i.p. com 4 mg/kg de haloperidol. Observou-se
a catatonia como descrito em material e métodos.

Analise estatistica

Para a comparacédo dos dados do campo aberto foi
empregada a ANOVA de duas vias tendo como fatores
o tratamento e sessdes de observacao. Como teste post
hoc foi empregado o teste t. Para a andlise do compor-
tamento estereotipado empregou-se o teste U de Mann-
Whitney. Para andlise e comparacédo dos dados da ca-
tatonia empregou-se o teste do Qui-quadrado. A proba-
bilidade de 5% foi considerada capaz de revelar dife-
rencas significantes entre os grupos.

Resultados

Experimento 1. Efeitos da administracdo de 100 ug/kg
de LPS na atividade geral de camundongos observados
em campo aberto.

A Figura 1 ilustra as frequéncias de locomogéao e le-
vantar de camundongos observados em campo aberto,
tratados ou ndo com LPS. A ANOVA de duas vias indi-
cou para a frequéncia de locomocao a existéncia de di-
ferencas entre os tratamentos (F (1/50) = 25,90,
P < 0,0001) porém as sessdes ndo influiram nas respos-
tas (F(1/50) = 1,159, p = 0,2868). O teste t indicou haver
reducao na frequéncia de locomogado dos animais do
grupo experimental em relacédo aqueles do grupo
controle nas sessdes de 120 e 150 minutos.

A ANOVA de duas vias indicou para a freqUéncia de
levantar a existéncia de diferencas entre os tratamentos
(F (1/50) = 14,14, P < 0,0001) e as sessdes (F (1/50) =
4,894, p = 0,0815). O teste t indicou haver reducéo na
frequéncia de levantar dos animais do grupo experi-
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mental em relacdo aqueles do grupo controle nas ses-
sdes de 90, 120 e 150 minutos.

Experimento 2. Efeitos da administragdo de 100 pg/kg
de LPS no comportamento estereotipado induzido pela
anfetamina.

A Figura 2 ilustra o comportamento estereotipado in-
duzido pela anfetamina de camundongos pré-tratados
ou ndo com LPS. Nota-se, na curva tempo-efeito, que o
CE dos animais do grupo experimental foi significante-
mente menor (p < 0,05) que daqueles do grupo controle
a partir dos 20 minutos de observacéo; os escores per-
maneceram menores durante todas as sessdes nestes
animais. Verifica-se também que a intensidade de CE
apresentou-se reduzida (p < 0,05) nos animais tratados
com o LPS.

Experimento 3. Efeitos da administracédo de 100 ug/kg de
LPS na catatonia experimental induzida pelo haloperidol

A Figura 3 ilustra os resultados da catatonia experi-
mental induzida pelo haloperidol em camundongos pré-
tratados ou ndo com o LPS. Nota-se que a freqUéncia
de catatonia dos animais pré-tratados com LPS, foram
significantemente maiores (p < 0,05) que daqueles do
grupo controle, particularmente aos 50, 60 e 90 minutos
apos a administracdo de haloperidol. A intensidade de
catatonia nestes animais foi significantemente maior que
daqgueles do grupo controle (p < 0,05).
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Figura 2. Efeitos da administracdo de 100 ug/kg de LPS
no comportamento estereotipado induzido pela
anfetamina em camundongos. Figura superior
- curva tempo efeito, figura inferior -
intensidade de estereotipia P < 0,05 em relacéo
ao grupo controle. Teste U de Mann-Whitney. n
= 5/grupo

Catatonia

10.0
[ grupo de controle
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5.0+
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2.54
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Figura 1. Efeitos da administracao de 100 ug/kg de LPS na
atividade geral de camundongos observados em
campo aberto. Figura superior — freqiiéncia de lo-
comocao, figura inferior — freqiiéncia de levantar.
P < 0,0001 em relacdo ao grupo controle. ANOVA
de duas vias seguida pelo teste t. n = 6/grupo

Figura 3. Efeitos da administracao de 100 ug/kg de LPS na
catatonia experimental induzida pelo haloperidol
em camundongos. Figura superior — curva tempo
efeito, figura inferior — intensidade de catatonia.
P < 0,05 em relacdao ao grupo controle. Teste do
qui-quadrado. n = 10/grupo
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Discussao

A administragdo de 100 pg/kg de LPS reduziu a ativi-
dade geral em campo aberto bem como o CE; por outro
lado verificou-se maior duracdo da catatonia experimen-
tal induzida pelo haloperidol.O teste de campo aberto
desde sua introdugé&o por Hall® (1943), vem sendo o
instrumento de observacéo direita mais utilizada no
estudo de psicologia animal ndo somente pela sua sim-
plicidade como aparelho, mas também devido a rapida
e facil medida dos diversos comportamentos que
podem ser claramente definidos. Embora originalmente
0 campo aberto tenha sido usado para a medida de
emocionalidade empregando-se apenas um parametro,
a defeccao, como indice de timidez. Hoje se emprega
como parametro da atividade geral a locomoc¢éo, o
levantar, o limpar. A locomocéo e levantar podem ter
caracteristicas exploratérias e motoras®. Neste trabalho
empregou-se este modelo nao s6 para verificar os
efeitos agudos do LPS no comportamento dos animais,
como também para determinar seu pico de efeito.
Assim, a administracdo do lipopolissacarideo nao so6
reduziu os dois pardmetros medidos em campo aberto,
mas o pico de efeito ocorreu 90 minutos apés a sua
administracéo.

A administracdo sistémica de LPS promove um es-
pectro de comportamentos que definem o denominado
comportamento doentio. Estes incluem: reducéo da ati-
vidade motora, exploragéo, e alimentar’?, os quais po-
dem expressar néo so6 alteracdes motoras mas também
emocionais.

As citocinas e o LPS ativam o eixo hipotalamo-hipdfi-
se — adrenal e o sistema noradrenérgico central, suge-
rindo que a ativagéo do sistema imune possa influenciar
estados emocionais incluindo comportamentos ligados
a ansiedade.

Para examinar de forma direta o papel do LPS na ati-
vidade motora estudou-se o CE e a catatonia experi-
mental induzidos respectivamente por anfetamina e ha-
loperidol, em animais pré-tratados com LPS. Para estes
estudos, optou-se por administrar os agonistas e anta-
gonistas dopaminérgicos 90 minutos apods a administra-
cado do LPS, pois a curva tempo-efeito ao lipopolissaca-
rideo no campo aberto indicou inicio do efeito neste
momento.

A intensidade de CE foi reduzida de maneira signifi-
cante pela administragdo de LPS. Observando a curva
tempo-efeito verifica-se reducado desde os 20 minutos
de observacao que perduraram até os 40 minutos.

O CE induzido pela anfetamina resulta da ativacéo
progressiva de neurbnios dopaminérgicos da via ni-
groestriatal. Por outro lado, diversos trabalhos da
literatura evidenciam que a administracdo de LPS
reduz os niveis de dopamina estriatal e seus
metabdlitos, porém n&do o fazem com a serotonina. Ira-
vani et al*® (2002) sugerem que este ultimo fato seja
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consequUéncia de perda de neurbnios nigrais suge-
rindo uma acao especifica do LPS nos neurénios
dopaminérgicos.

Desta forma, os presentes dados mostrando
reducao do CE induzido pela anfetamina em animais
pré-tratados com LPS estdo de acordo com reducéo
na atividade dopaminérgica central induzida pelo
agente inflamatorio.

Os dados da catatonia experimental induzida pelo
haloperidol confirmam esta hipétese. Assim, inicialmen-
te observou-se o mesmo nivel de catatonia tanto em ani-
mais do grupo controle como dos experimentais, ou se-
ja, 0 maximo de catatonia, porém a duracéo da mesma
foi maior nos animais do grupo experimental. Portanto, a
administragcdo aguda de LPS reduz a atividade motora
dos animais de forma significante.

Neste sentido, a aplicacdo de LPS em cultura de cé-
lulas mesencefalicas de roedores pode ser a causa de
degeneracdo dopaminérgica. A vantagem deste mo-
delo é que o LPS né&o é diretamente neurotoxico aos
neurénios, mas na presenca de células gliais o LPS é
duas vezes mais toxicos que a 6-hidroxidopamina. A
administrac&o nigral in vivo de LPS induz a perda de
neurdnios, que envolve a toxicidade mediada por
oxido nitrico, sendo que seus inibidores protegem de
forma significante desta perda®™. No entanto, a infla-
macédo em resultado da administracdo aguda de LPS
nao promove lesdes persistentes nos neurdnios.
Portanto, é possivel que a administracdo aguda de
LPS tenha lesado indiretamente sistemas dopaminér-
gicos de forma reversivel e por isto reduzido atividade
motora dos animais.

O presente estudo ¢ inicial e necessita de investiga-
¢bes mais profundas acerca dos efeitos e da persistén-
cia dos efeitos do LPS em estudos de inflamacéo pro-
longada por meio ndo s6 de dados comportamentais,
mas neuroquimicos e neuroanatébmicos.

Conclusoes

Os presentes resultados permitem concluir que a
administracao do LPS promoveu:

1. Reducgéo da atividade geral.

2. Reducgéo no CE induzido pela anfetamina.

3. Potenciagéo da catatonia induzida pelo haloperidol.

Pode-se sugerir que o LPS, direta ou indiretamente,
reduz a atividade do sistema dopaminérgico estriatal.
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