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RESUMO/ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Luciana Magalhé&es Leo

O papel da lipoxina A4 (LXA;) no sistema imunolégico é bem estudado, mas o papel
dessa molécula na fisiologia do sistema nervoso central (SNC) s6 foi abordado recentemente.
Como um modulador alostérico positivo, a LXA, produz efeitos canabimiméticos e pode, dessa
forma, estar envolvida em vérios aspectos de funcgdes fisioldgicas reguladas pelo sistema
endocanabindide (eCB). NOs investigamos essa hipdtese analisando o comportamento de
camundongos knockout (5-LO™) para a enzima 5-lipoxigenase (5-LO), que participa da sintese
de LXA,. Ansiedade, consumo de agua e alimento, locomogéo, nocicep¢do e memarias aversivas
sdo comportamentos reconhecidos como sob controle do sistema eCB e foram avaliados neste
estudo. Nenhuma alteracdo foi observada no comportamento de 5-LO™ em relacéo ao consumo
de agua e alimento e locomocdo no teste de campo aberto. No entanto, o tratamento com LXA,
produziu efeito ansiolitico no labirinto em cruz elevada. Além disso, inibi¢ao farmacoldgica da 5-
LO demonstrou um efeito ansiogénico em animais idosos, mas nao em adultos jovens, indicando
que a LXA, endégena exerce um efeito regulatério sobre ansiedade de forma idade-dependente.
Os animais 5-LO™" apresentaram um aumento na sensibilidade e reducdo na tolerancia a dor no
teste de sensibilidade ao choque. Ainda, uma disfuncdo em memoria de curto prazo e extingdo de
meméria no teste de esquiva inibitdria foi observada nos animais 5-LO™, indicando que a LXA4
pode agir na facilitagdo do aprendizado. Esse dado é de grande importancia para o possivel uso
da LXA, como tratamento do dano cognitivo decorrente de neuroinflamacao.

O estudo da sepse nos revela que um estimulo inflamatério pode gerar producédo
exacerbada de moléculas pré-inflamatérias no SNC, o que causa neuroinflamacéo e disfuncédo
cognitiva. A LXA, é uma boa candidata como alvo de terapia para 0 dano cognitivo decorrente
de neuroinflamacdo, uma vez que tem potencial anti-inflamat6rio e neuroprotetor por acdo em
receptores ALX e CB1, respectivamente. Neste estudo foi possivel observar queda na producao
de citocinas pré-inflamatorias no plasma e no cérebro de camundongos com inflamagé&o sistémica
induzida por lipopolissacarideo (LPS) mediante tratamento com LXA,. Além disso, o dano
cognitivo observado sobre consolidagdo de memdria neste modelo de sepse foi prevenido apds
tratamento com LXA,.

Os dados apresentados neste estudo apontam func¢des do SNC sujeitas a modulacdo pela
disponibilidade de LXA, endogena e um efeito benéfico do tratamento da LXA4 no resgate de
dano cognitivo decorrente de neuroinflamacgdo. Apresentamos evidéncias que contribuem para o
esclarecimento do papel fisioldégico da LXA, no SNC e para o seu potencial no tratamento de
patologias inflamatdrias que atingem o encéfalo.

Xi
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The role of lipoxin A4 (LXA4) in the immune system is well studied, however the part this
molecule plays in central nervous system (CNS) physiology has only recently been addressed.
LXA,, as a CB1 allosteric enhancer, has a cannabimimetic effect and may therefore be involved
in various aspects of endocannabinoid system (eCB) physiological functions. We investigated
this reasoning by analyzing the behavior of 5-lipoxygenase (5-LO) knockout mice (5-LO™).
Anxiety-like behavior, appetitive behavior, locomotion, nociception and learning and memory are
all known to be under control of the eCB system and were assessed in this study. No alteration
was observed in the behavior of 5-LO knockout mice regarding appetitive behavior, measured by
food and water intake, or locomotion in the open field test. However, treatment with LXAy
produced an anxiolytic-like effect on the elevated plus maze. Further, pharmacological inhibition
of 5-LO showed an anxiogenic-like effect in aged, but not adult mice, indicating that endogenous
LXA, has an age-dependent effect on the modulation of anxiety-like behavior. 5-LO™ mice
presented an increase in pain sensitivity and a decrease in pain tolerance in the foot shock
sensitivity test. Interestingly, the animals also presented impairment in short-term memory and
extinction learning in the step-down inhibitory avoidance task, pointing out that LXA, may act in
the facilitation of fear learning. These data are of great importance to the possible use of LXA, as
treatment to neuroinflammation induced cognitive impairment.

The study of sepsis reveals that an inflammatory stimulus can induce the exacerbated
production of pro-inflammatory cytokines in the CNS, which causes neuroinflammation and
cognitive impairment. LXA, is a good candidate as target in the treatment of neuroinflammation
induced cognitive impairment, since it has anti-inflammatory and neuroprotection potential due
to its action on ALX and CBL1 receptors, respectively. In this study, we observed a decrease in the
production of pro-inflammatory cytokines in plasma and brain of mice with induced systemic
inflammation by lipopolysaccharide (LPS) injection due to treatment with LXA,. Moreover, the
memory consolidation impairment observed in this sepsis animal model was prevented following
LXA, treatment.

The data presented in this study point out CNS functions subjected to modulation by
endogenous LXA, availability and a beneficial effect of LXA, treatment on neuroinflammation
induced cognitive impairment. We present evidence that contributes to the understanding of the
physiological role of LXA4 in the CNS and its potential in the treatment of inflammatory
pathologies that affect the brain.
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1. Introducéo
1.1 Lipoxina A4

A lipoxina A4 (LXA,) e a lipoxina B4 (LXB4) s@o os principais representantes da classe
das lipoxinas, produzidas a partir do metabolismo do acido araquidénico (AA) pelas
enzimas lipoxigenases (1). As lipoxinas sdo produzidas por duas vias de biossintese
transcelular (Figura 1.1). Na primeira, o AA é convertido a leucotrieno A; (LTA,) pela
enzima 5-lipoxigenase (5-LO) em neutrdfilos polimorfonucleares. O LTA4 liberado pode
ser convertido a LXA4 ou LXB4 pela enzima 12-lipoxigenase (12-LO) de plaquetas apds
interacdo neutrofilo-plaqueta (2). Na segunda via, o AA é convertido a 15S-H(p)ETE
pela enzima 15-lipoxigenase (15-LO) em células do tecido epitelial ou em mondcitos, 0s
quais interagem com neutréfilos. Em seguida, o 15S-H(p)ETE € convertido em LXA, ou

LXB4 pela enzima 5-LO dos neutrofilos (3) (Figura 1.1).

— = COOH — — COOH
<://_\=/\/\/\_/\/CH3 mcm Células epiteliais ou mondcitos

Acido Araquidénico Acido Araquidénico T,
Neutréﬁlos ASLRUAURORR L PR A AR AP
2 v
(T o
o 0 N~ Y, o~
FFF OH ooH {f
— 15S-H(p)ETE
Leucotrieno Ay ‘___
12-L0O \
o)  Neutrdfilos
Plaquetas P oH
(FDH OH | e N Y H
s OH = OH o
e i
H OH
OH T
Lipoxina A Lipoxina By

Figura 1.1 Biossintese de lipoxinas. O acido araquidbnico é metabolizado pela enzima 5-
lipoxigenase (5-LO) de neutrdéfilos a leucotrieno A4, que entdo é convertido pela enzima 12-
lipoxigenase (12-LO) de plaquetas a lipoxina A4 ou lipoxina B,. Alternativamente, o metabolismo
do acido araquiddnico pode ocorrer em células do epitélio, onde a enzima 15-lipoxigenase (15-
LO) gera 15S-H(p)ETE, o qual é rapidamente transformado em lipoxina A4 ou lipoxina B, por 5-
LO em neutrofilos.

Em ambas as vias de producéo de lipoxinas a acdo da 5-LO é necessaria para
a geracao de lipoxinas. No entanto, a acdo da 5-LO depende da presenca da proteina
ativadora da 5-lipoxigenase (FLAP), a qual se liga ao AA e atua como uma proteina de

transferéncia de AA, facilitando a apresentacdo do substrato a 5-LO (4). FLAP e 5-LO
1



sdo encontradas predominantemente em células mieldides, inclusive em neutrofilos
polimorfonucleares (PMNs) e sua expressdo e atividade sédo estimuladas por uma
variedade de fatores, como aumento da concentracdo intracelular de Ca?*, presenca de
adenosina trifosfato (ATP), presenca de fosfatidilcolina e, hidroperdxidos de lipidios (5).
Além de lipoxinas, a 5-LO também é responsavel pela producdo de LTA4, uma molécula
instavel que pode ser transformada em LXA, ou LXB,4 por agédo da 12-LO, ou ainda em
leucotriento B4 (LTB,) e leucotrieno C4 (LTC,) (5).

O primeiro receptor identificado para a LXA, foi o receptor ALX, um receptor
acoplado a proteina G que esta expresso em uma variedade de tipos celulares,
incluindo PMNs, mondcitos, células T, macrofagos, fibroblastos, células epiteliais e
astrocitos (6, 7). O ALX se acopla primariamente a proteinas G do tipo Gi/Go, mas
também pode se ligar de forma secundaria a proteinas G do tipo G¢/G11 (6, 7). A LXA4
age como agonista de receptores ALX, estimulando mecanismos anti-inflamatorios e
acelerando a resolucao da inflamacéo (6). Através da acdo em receptores ALX, a LXA4
€ capaz de controlar a amplificacdo de uma resposta inflamatéria aguda impedindo a
infiltrac@o de leucdcitos, regulando a producéo de citocinas e quimiocinas, a expressao
de receptores de quimiocinas e a expressao de moléculas de adeséo, além de reduzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio e de leucotrienos (6, 8). A interacdo LXA;-
ALX induz o aumento da concentracdo intracelular de Ca®" e estimula a aderéncia e
quimiotaxia em mondcitos e promove a fagocitose de neutrofilos em apoptose por
macrofagos, processo que produz efeito anti-inflamatério (6). Em neutrofilos, a LXA,
inibe a quimiotaxia, aderéncia e transmigracdo destas células por tecido endotelial e
epitelial (6). Essas propriedades denotam o papel da LXA4 na promogao de resolucao
da inflamagdo, uma vez que a reducdo no numero de neutrdéfilos, o recrutamento de
mondcitos para o sitio de inflamagcdo e a remocdo de neutréfilos em apoptose por
macréfagos sdo eventos de grande importancia para o reparo do tecido e resolugédo da
inflamagdo no mesmo (6). Além disso, a LXA,; também compete com leucotrieno D4
pelo sitio de ligagdo ao seu receptor CysLT;, funcionando como um antagonista de
CysLT: (9).

No SNC, foi identificada a expressdo de ALX em astrécitos do corno dorsal

da medula de ratos (7). No entanto, funcdes fisioldégicas descritas para a LXA4 no SNC



dificilmente sdo explicadas por este fato, como modula¢do do sono de ondas lentas e
sinalizagao neuronal por PKCy (10, 11). Um estudo do nosso grupo demonstrou que o
receptor canabindide CB1 pode também ser alvo da LXA,. Esta age como um ligante
alostérico, aumentando a afinidade da anandamida (AEA) pelo receptor CB1 e
reduzindo a taxa de dissociacdo, o que potencializa sua acao (12). O tratamento com
LXA, apresentou efeitos canabimiméticos, influenciando a tétrade canabindide (12),
caracterizada por hipolocomocao, hipotermia, antinocicepcao e catalepsia (13). Ainda, a
co-administracdo de LXA,; e B-amildide no cérebro de camundongos reduziu o dano
cognitivo provocado por B-amildide numa tarefa de memoria espacial, efeito que é
bloqueado por um antagonista de CB1 (12). Essa descoberta tem um impacto
significativo na busca de estratégias de tratamento envolvendo canabindides, no
entanto o papel da LXA; nas funcdes fisioldgicas reguladas pelo sistema

endocanabindide (eCB) ainda néao foi caracterizado.
1.2 O Sistema Endocanabinoide

Os sistemas de mensageiros transcelulares tem um papel importante na
regulacdo da funcdo sinaptica. Entre estes esta o sistema endocanabindide. A
descricéo de dois receptores, CB1 e CB2, que respondem ao principal composto ativo
na planta Cannabis, A%-tetra-hidrocanabinol (THC), permitiu a purificacdo e
caracterizacdo de seus ligantes endégenos. Os canabindides enddgenos, que ficaram
conhecidos como endocanabinoides (eCBs), sdo provenientes do metabolismo do AA.
O primeiro eCB descrito foi a anandamida, ou araquidonoiletanolamida (AEA), seguida
pelo 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (14, 15).

No sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso periférico (SNP), a
expressado de receptores CB1 é abundante, especialmente em terminais nervosos pré-
sinapticos, onde é responsavel pela inibicado da liberacdo de varios neurotransmissores,
como o acido y-aminobutirico (GABA) e o glutamato (16). Os receptores do tipo CB2
sdo encontrados principalmente em linfocitos, nos quais modulam a resposta imune
(17). A producédo de eCBs ocorre mediante excitacdo do terminal pés-sinaptico, com a
elevacdo na concentracgdo intracelular de Ca®". Devido & sua propriedade lipofilica, os
eCBs se difundem pela membrana, atingindo o terminal pré-sinaptico, onde se ligam a
receptores CB1 e inibem a liberacdo de neurotransmissores (17) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Esquematizacdo da sinalizagdo retrégrada por eCBs em uma sinapse
glutamatérgica. AEA e 2-AG sdo produzidos mediante influxo de Ca?* que ocorre apds
despolarizagdo na pos-sinapse e ativam receptores CB1 na pré-sinapse. Esses receptores
inibem adenilil ciclase (AC), reduzindo a produgédo de AMP ciclico ou influxo de ions por canais
de Ca?*, suprimindo a liberacéo de neurotransmissores. Por outro lado também ativam as vias
de sinalizagdo das proteinas cinases ativadas por mitégeno (MAPK) ou Fosfoinositol-3-cinase
(PI3K). AEA e 2-AG sao recaptados para o interior da célula por meio de transportadores de
eCBs e degradados pelas enzimas FAAH e MAGL, respectivamente. EA: Etanolamina. FAAH:
Aminohidrolase de acido graxo. MAGL: Monoacilglicerol lipase. PLC: fosfolipase C. PLD:
fosfolipase D.



Os receptores CB1 e CB2 se acoplam primariamente a proteinas Gjo,
causando uma inibicdo na atividade da enzima adenilil ciclase, o que provoca a reducéo
dos niveis de AMP ciclico, além de inibicdo de canais de Ca?" dependentes de
voltagem e ativagido de canais de K*. Os eCBs também podem se ligar e ativar outros
tipos de receptores, como TRPV1, PPARa, PPARS e GPR55 (18).

Os receptores CB1 estéo distribuidos de forma difusa e em altas densidades
pelo SNC. Agonistas do receptor CB1 podem alterar diversas funcgdes fisiologicas
através da ativagdo de diversas regibes cerebrais com alta densidade desses
receptores, como nucleos da base, hipocampo, cerebelo, amigdala, estriado e cortex
pré-frontal (19). A partir da acdo sobre essas e outras regides, o sistema eCB € capaz

de regular diversas funcdes fisioldgicas do SNC, modificando comportamento.
1.3 Funcdes fisioldgicas reguladas pelo sistema eCB
1.3.1 Emocionalidade

O medo é uma resposta adaptativa natural a situacfes aversivas, ou
ameacadoras, a qual se manifesta de forma transitéria. J& a ansiedade é uma resposta
de longa duracdo a estimulos aversivos ou que tém potencial de desencadear eventos
desfavoraveis. A presenca de ansiedade é de grande importancia para sobrevivéncia
do individuo, uma vez que o deixa alerta e preparado para uma eventualidade. No
entanto, quando a resposta de ansiedade € exagerada para os padrdes da ameaca ou
quando persiste apesar da auséncia de risco, esse comportamento pode levar o
individuo a desenvolver transtornos de ansiedade, como ataques de panico, estresse
pos-traumatico e transtorno de ansiedade generalizada (17). Ha décadas cada vez mais
estudos focam alvos para desenvolvimento de farmacos que possam controlar esses

transtornos. Um dos alvos a ser estudados com esse propdsito tem sido o sistema eCB.

Os circuitos neurais que comandam a emocionalidade compreendem regides
limbicas sub-corticais, como hipocampo, amigdala, estriado ventral e talamo, bem como
estruturas corticais, como cortex cingulado e cértex pré-frontal. Nicleos autondmicos do
hipotdlamo e tronco encefalico recebem projecdes desse circuito, regulando a
expressdo de emocbes e, por meio do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA),
estresse. Nessas areas cortico-limbicas, a expressao do receptor CB1 encontra-se em
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densidades moderadas a altas, além de apresentar posicionamento altamente favoravel
para modulacdo de sinapses excitatérias, inibitérias e monoaminérgicas nessas regiodes.
Portanto, o sistema eCB apresenta grande potencial de regulacdo sobre
emocionalidade (20). De fato, uma série de estudos demonstrou que o aumento da
sinalizacao pelo sistema eCB, através do uso de agonistas do receptor CB1, inibicdo da
enzima de degradacdo da AEA ou inibicdo do transportador de AEA, é capaz de
produzir um efeito tipo ansiolitico em roedores (21-23). No entanto, outros estudos ja
demonstraram que, apesar do tratamento com baixas doses de compostos
canabinoides induzir um efeito tipo ansiolitico, quando altas doses sdo administradas,

principalmente na amigdala, podem causar um efeito tipo ansiogénico (24).
1.3.2 Apetite

O controle da ingestdo de alimentos é centralizado no hipotdlamo e 6rgaos
periféricos. Existem sinais quimicos de curto e de longo prazo. Entre os de curto prazo
estdo a colecistocinina (CCK) e grelina. A CCK ¢é liberada pelo intestino durante as
refeicbes e promove saciedade estimulando fibras sensoriais do nervo vago, as quais
se projetam para o complexo vagal dorsal no tronco encefalico, além de estimular os
nlcleos arqueado e paraventricular do hipotalamo. A grelina tem um papel oposto. E
liberada quando antes das refei¢cdes, quando o estdbmago esta vazio e age nos nucleos
arqueado e paraventricular do hipotdlamo e complexo vagal dorsal do tronco encefalico,
assim como a CCK, porém promovendo fome ao invés de saciedade. Os sinais
quimicos de longo prazo para o controle da ingesta de alimentos sdo a leptina e
insulina. Ambos estes horménios ativam o0 ndcleo arqueado do hipotdlamo e o
complexo vagal dorsal para reduzir o consumo de alimento e elevar o gasto de energia.
Neurbnios do nucleo arqueado transmitem os sinais da leptina e insulina através de
projecdes para o nucleo paraventricular, o qual é responsavel pela homeostase
energética (17).

O sistema eCB esta presente no hipotdlamo, sendo responsavel pela
modulacdo da comunicagdo entre os nucleos hipotalamicos e 6rgados periféricos. Por
esse motivo, os eCBs sao considerados importantes na regulacdo do consumo de
alimento e peso corporal. Os niveis de eCBs aumentam no hipotalamo durante a
privacao alimentar e decrescem apos consumo de alimento (25). Além disso, a ativacao
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de receptores CB1 causa hiperfagia em roedores (26), enquanto a inibicdo da
sinalizagdo por CB1, através de tratamento com o antagonista SR141716A ou de
delecdo genética do receptor, resulta em hipofagia (27, 28). No nucleo arqueado, eCBs
causam aumento da excitabilidade de neurbnios que expressam hormonio concentrador
de melanina (MCH), o qual promovem o consumo de alimento e aumento do peso
corporal. A acdo de eCBs sobre essa regido pode ser responsavel pelo efeito orexigeno
observado (29). Outro estudo recente propde que eCBs agem em neurdnios pro-
opiomelanocortina (POMC) do hipotalamo, 0os quais sao responsaveis por inibir a fome
(30). Os dados apresentados neste estudo apontam para a acdo sobre neurdnios
POMC por duas rotas diferentes: na primeira, ativacao de receptores CB1 em sinapses
inibitérias reduz a liberagcdo de GABA, causando o aumento da excitabilidade de
neurébnios POMC; na segunda, ativacdo de receptores CB1 na mitocdndria de
neurénios POMC causa um aumento da respiracdo mitocondrial e, consequentemente,
na expressdo da proteina desacopladora 2 (UCP2), o que culmina no aumento da

liberagao de B-endorfinas (30).

O controle do consumo de agua é realizado por sensores de hipovolemia nos
rins, que transmitem informacdes para o SNC através de uma via neural e uma via
enddcrina. A via neural consiste na estimulacdo dos nervos glossofaringeo e vagal, que
transmitem a informacdo para o nucleo do trato solitario no tronco encefalico. Os
neurbnios do nudcleo do trato solitario se projetam para a area pré-optica e nucleo
paraventricular do hipotalamo. A via enddcrina consiste no sistema renina-angiotensina-
aldosterona, que estimula o 6rgdo subfornical, o qual ativa, entre outros alvos, a area

pré-optica e nucleo paraventricular do hipotalamo (17).

A presenca de receptores CB1 no nucleo supra-6éptico — responsavel por
liberacdo do horménio anti-diurético — e nucleo paraventricular do hipotdlamo, assim
como no nucleo do trato solitario, € uma forte evidéncia do papel do sistema eCB sobre

a ingestédo de liquidos e controle volémico (31).

1.3.3 Locomocao



O controle motor é realizado por diversas areas do SNC que se integram
para produzir o comportamento motor. Entre as areas responsaveis pelo controle motor

estdo neocortex, ganglios da base, cerebelo e medula.

Na medula, ha liberagdo de eCBs durante a atividade locomotora e estes
regulam a transmissao sinaptica inibitéria em interneurbnios e neurbnios motores,
modulando a frequéncia de atividade basal (32). O cerebelo é responséavel pelo
aprendizado motor e refinamento do movimento. A sinalizacdo de eCBs no cerebelo é
relacionada principalmente a acdo de 2-AG, o qual inibe sinapses excitatorias e
inibitérias nas células de Purkinje, influenciando a plasticidade sinaptica (33). No
neocortex, ha integracdo de diferentes areas, formando uma rede que é responsavel
pelo planejamento e execucdo dos movimentos. Além do cortex motor, o coértex
sensorial também € importante nesta tarefa, uma vez que a formacdo de mapas
sensoriais origina a representacdo das diversas partes do corpo no cérebro, o que é
determinante para a organizacdo dos circuitos motores. A inducdo de depressao de
longa-duracgéo (LTD) por eCBs auxilia na constru¢gdo dos mapas sensoriais, tornando-os
importantes na integracdo de circuitos sensério-motores e, consequentemente, na
realizacdo e aprendizado de tarefas motoras (32). Os ganglios da base sédo formados
por um conjunto de estruturas integradas, estriado, substancia nigra, globo pélido e
nucleo subtalamico, que formam duas vias opostas, direta e indireta, responsaveis por
iniciar o movimento ou inibi-lo, respectivamente. A expressao de CB1 e eCBs nos
ganglios da base ¢ alta, onde séo capazes de modular a sinalizacdo dopaminérgica de
forma indireta — reduzindo a neurotransmissao glutamatérgica e GABAérgica — e, dessa
forma, o comportamento motor (33). Diversos estudos jA& demonstraram como o
tratamento com agonistas do receptor CB1 inibe o comportamento motor e induz
catalepsia em roedores (34-36).

1.3.4 Nocicepcgao

A nocicepcéo é iniciada quando um estimulo nocivo ativa 0s nociceptores da
pele, ativando neurbnios, cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios da raiz
dorsal. Esses neurdnios, entdo transmitem a informacéo até o corno dorsal da medula,
que posteriormente atinge o talamo e a substancia cinzenta periaguedutal (PAG). Os
neurdnios do talamo levam essa informacdo ao cortex somato-sensorial, giro cingulado
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e insula, os quais sao responsaveis pelo processamento e regulacdo da informacao
nociceptiva. A PAG tem o papel de controlar a nocicep¢cdo produzindo um efeito
analgésico por uma via descendente que envolve neurotransmissao serotoninérgica

nos nucleos da rafe ou noradrenérgica no locus ceruleus (17).

Receptores CB1 estdo presentes em areas relacionadas a dor no SNC e
SNP, como a substancia cinzenta periaquedutal, corno dorsal da medula e ganglios da
raiz dorsal, além de nervos periféricos (39). No SNP, receptores CB1 nos terminais
sensoriais controlam a transducao de sinais provenientes de estimulos nocivos (40). Na
medula, ha alta expressdo de CB1l nos terminais pré-sinapticos de interneurdnios
excitatérios no corno dorsal, onde pode ter efeito anti-nociceptivo em casos de dor
aguda (41). Além disso, injecao de agonistas canabindides no talamo ou PAG também
tem efeito anti-nociceptivo em dor aguda (41). Portanto, o sistema eCB é capaz de
limitar a nocicepcdo em nivel central e periférico. Na periferia, receptores CB1 e CB2
localizados nos terminais sensoriais aferentes regulam a transducdo de sinais
nociceptivos provenientes de estimulos nocivos (41). No corno dorsal da medula
espinhal, eCBs promovem analgesia através de acdo em receptores CB1 nos terminais
pré-sinapticos centrais de aferentes nociceptivos primarios e de interneurbnios
excitatérios (41). No encéfalo, o sistema eCB controla a nocicepcdo modulando sinais
nociceptivos ascendentes no tdlamo, sinais anti-nociceptivos centrais descendentes no
tronco encefalico e fatores emocionais relacionados a dor através de acao em circuitos
limbicos frontais (41). Ainda, a acdo de eCBs sobre receptores CB2 na periferia

promove um efeito anti-inflamatério, que reduz a algesia causada por inflamacéo (41).

O sistema eCB reduz a nocicepcédo e a hiperalgesia em modelos experimentais
de dor neuropatica, inflamatéria e aguda (42). Estudos clinicos demonstraram eficacia
no uso de canabinoides para combater a dor em patologias como esclerose multipla e
artrite reumatoide e dor cronica (42).

1.3.5 Memérias aversivas

A formacdo de memdrias aversivas € essencial para a sobrevivéncia, uma
vez que impacta a resposta do animal a estimulos potencialmente ameacadores. Em

laboratorio, o método mais utilizado para investigar memorias aversivas tem sido o



condicionamento classico de Pavlov. Nesse método, o animal € exposto a um estimulo
inbcuo, que é chamado de estimulo condicionado (CS), como um som, o qual é
apresentado ao mesmo tempo em que um estimulo nocivo, como um choque, o qual é
chamado de estimulo néo-condicionado (US). Dessa forma, quando exposto
novamente ao CS, o animal passa a antecipar a presenca do US e apresenta uma
resposta aversiva, como congelamento, sobressalto, aumento da frequéncia cardiaca,
entre outros (43). A estrutura central no processamento de memdrias aversiva é a
amigdala, na qual ha intensa atividade neuronal na resposta de medo. A amigdala
também recebe informacdo sensorial de varias partes do cérebro, sendo capaz de

realizar a associagéo entre CS e US (44).

O hipocampo é uma estrutura que ha muito tempo € relacionada a meméria
e cognicao (45), no entanto também tem um papel importante na emocionalidade (46,
47). Essas funcdes distintas sdo reguladas por regides diferentes, hipocampo dorsal e
hipocampo ventral, respectivamente (47) (Figura 1.2). O hipocampo dorsal participa
principalmente da memdéria espacial. As projecfes enviadas pela regido CAl dorsal ao
cortex cingulado anterior transmitem informagBes sobre o contexto e, dessa forma,
impactam tarefas de memoria espacial. Além disso, a regido CA3 dorsal transmite
informacdes sobre o contexto até a area tegmental ventral (VTA) de forma indireta por
meio de projecdes para o septo, podendo influenciar a associagdo entre recompensa e
contexto. O hipocampo dorsal também estende projecdes para o hipocampo ventral.
Este se comunica com o nucleo accumbens (NACC), assim sendo capaz também de
controlar a VTA, com o hipotalamo, onde € possivel que exerca controle sobre o eixo
HPA, com o cértex pré-frontal medial (mPFC) — circuito importante para ansiedade,
medo condicionado e tarefas cognitivas de memaria espacial —, com o nucleo do leito
da estria terminal (NLET), estrutura relacionada a ansiedade e que esta conectada a
VTA, amigdala e hipotalamo, e, finalmente, com a amigdala (48). O circuito formado por
hipocampo ventral e amigdala exerce controle sobre ansiedade e comportamento
social, mas também pode participar de processos de condicionamento aversivo ao
contexto e auditivo (48). Logo, dados da literatura sugerem que, no condicionamento
aversivo contextual, o hipocampo dorsal transmite as informagdes sobre o contexto
para o hipocampo ventral, o qual se comunica com a amigdala, onde ocorre a
associacao entre CS e US (49).
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Figura 1.3 Circuito no eixo dorsoventral do hipocampo. O hipocampo dorsal forma conexdes
com o cortex cingulado anterior, septo e hipocampo ventral. Este se projeta para amigdala,
hipotalamo, cortex pré-frontal medial (mPFC), nucleo accumbens (nACC) e nucleo do leito da
estria terminal (NLET). Tanto o septo quanto o nACC projetam para a area tegmental ventral
(VTA). Adaptado de (48).

Ao nivel celular, a formacdo de memdrias aversivas depende da plasticidade
singptica no hipocampo e amigdala. O processo de potenciacdo de longa duracao
(LTP) é o processo de plasticidade sinaptica mais bem estudado e € apontado como
responsavel pela aquisicdo de memoéria (49). A LTP ocorre por meio da
neurotransmissao glutamatérgica. Em resposta a um estimulo de alta frequéncia ha
liberacdo de glutamato pelo terminal pré-sinaptico, que ativa receptores de acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA). Apo6s o limiar de despolarizacéo
ser atingido, ocorre a ativacdo dos receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato
(NMDA) no terminal pds-sinéptico. Os receptores NMDA possibilitam o influxo de Ca**
no neurbnio pos-sindptico, 0 que causa uma série de eventos de curto e de longo
prazo, como a insercdo de mais receptores AMPA na superficie do terminal pos-
sinaptico e ativacdo de fatores de transcricdo, que provocam o aumento da eficacia
sinaptica (17). A ativagao de receptores NMDA pelo glutamato e indugéo de LTP tanto
no hipocampo como na amigdala é essencial para a formacdo de memorias no
condicionamento aversivo contextual (50-52). Além disso, a neurotransmissao
GABAérgica inibitoria também é importante neste processo. Durante a aquisicdo de
memorias aversivas, a sintese e a liberagdo de GABA séo reduzidas, facilitando a

inducao de LTP nas sinapses excitatorias (49).
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Quando apresentado a uma tarefa, o traco de memdria proveniente dessa
experiéncia passa por uma seérie de processos responsaveis pela formacdo ou ndo da
memoéria de longo prazo (Figura 1.3). A primeira fase é chamada de aquisicéo e leva a
formacdo de uma memoria de curto prazo de carater instavel. Apos a fase de
consolidacéo, que dura até 24 horas ap0s a exposicao a tarefa, o traco de memoria €
estabilizado e armazenado como memaria de longo prazo. Se ndo ocorrer reativagdo
desse traco de memoria, ocorre 0 esquecimento. No entanto, se houve reativacdo, a
manutencdo da memaria de longo prazo depende do processo de reconsolidacdo, sem
0 qual o traco de memdéria também cai no esquecimento. Quando ocorre reativacao, a
memdéria encontra-se novamente em um estado labil, passivel de modificacdo. Se o
animal for reexposto a mesma tarefa com o pareamento de CS e US, ocorre
reconsolidacdo. Por outro lado, se ndo houver pareamento de CS e US, ou seja, se 0
CS for apresentado repetidamente ou por um longo periodo de tempo na auséncia do
US, ocorre extingao (44) (Figura 1.3). A extin¢cdo difere do esquecimento uma vez que
€, na verdade, considerada uma outra forma de aprendizado, em que um novo traco de

memoria (CS-sem US) é criado e reprime o traco de memoaria anterior (CS-US) (44).

Aquisicdo SSSFNConsolidacao RS} Reativacao

Reconsolida-
cao

Esquecimento

Figura 1.4 Processos de construcdo e desconstrucdo da memoria. O primeiro evento é o de
aquisicao do traco de memoria, que é seguido pela consolidacédo e consequente estabilizacdo
do mesmo. Em um evento de reativacdo, o tragco de memoria se torna instavel e pode sofrer
extincdo, caso ndo seja realizado o pareamento de CS e US (Sem CS/US), ou reconsolidacao,
caso haja pareamento de CS e US (Com CS/US).

A expressdo de receptores CB1 encontra-se em altas densidades no

hipocampo e cortex frontal, duas regiées de grande importancia para a formacao dos
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processos de memoria, onde pode exercer um efeito modulador sobre as diferentes
fases da memoria e aprendizado (53-60). No hipocampo, o receptor CB1 esta
localizado em terminais sindpticos glutamatérgicos, onde inibe a sinalizacédo excitatoria
glutamatérgica (61, 52). No entanto, CB1 € predominantemente encontrado em
terminais sinapticos GABAérgicos de interneurdnios inibitorios que expressam CCK,
onde agonistas de CB1 reduzem a liberagdo de GABA (63, 64). Receptores CB1 sé&o
encontrados no nucleo basolateral da amigdala também em terminais pré-sinapticos de
neurénios GABAEérgicos que expressam CCK, onde controlam a liberacdo de GABA
(65). O papel do sistema eCB no aprendizado e memoaria ainda € controverso em certos
aspectos. Por um lado, foi demonstrado que tratamento com agonistas do receptor CB1
tem um efeito amnésico (66, 67). Ainda, infusdo de um agonista de CB1 no nucleo
basolateral da amigdala reduziu consolidacéo e reativacdo de memdrias aversivas (68).
Por outro lado, ha estudos na literatura que mostraram que 0 aumento ha
disponibilidade de AEA pode facilitar a aquisi¢cdo, principalmente no caso de memorias
aversivas (69, 70). Além disso, alguns estudos também argumentam que a infusdo de
um antagonista de receptores CB1l diretamente no hipocampo, mPFC ou nucleo

basolateral da amigdala produz um efeito amnésico (53, 55, 58, 71).

O processo de reconsolidacdo ndo recapitula a consolidacdo da mesma
forma. Estudos sugerem que o papel da reconsolidacdo é a integracdo de nova
informacdo ao traco de memoria, 0 que causa a sua atualizacdo (72). As principais
estruturas cerebrais envolvidas nesse processo sdo amigdala, hipocampo, no que diz
respeito a pistas contextuais, e area pré-limbica do mPFC (73). Os principais sistemas
de neurotransmissores que participam da reconsolidagdo sao glutamato, noradrenalina
e eCBs. Sinalizagdo pelos receptores NMDA de glutamato e B-adrenérgicos de
noradrenalina facilitam a reconsolidacdo de memdéria, enquanto a alta ativacdo de
receptores CB1 a inibe (73). A extingcdo de memadrias aversivas ocorre quando o CS é
apresentado na auséncia de US. O individuo, entéo, deixa de expressar a resposta de
medo quando € exposto ao CS, porém esse fendbmeno néo é fruto de esquecimento.
Durante os testes de extingdo, forma-se uma nova associagcao entre CS e auséncia de
US gue compete com a associacao prévia entre CS e presenca de US (49, 73, 74). As
estruturas do SNC responsaveis pela extingdo de memadrias aversivas sdo a amigdala,
onde ocorre a aquisicdo e o armazenamento das memorias de extin¢cdo, o hipocampo,
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que controla o fator de contexto, e a regido infralimbica do mPFC, que realiza a
consolidagdo da memdria de extincdo (49, 73). Assim como na reconsolidacdo, a
extincdo requer ativacao de receptores NMDA, no entanto somente a extingdo envolve
canais de Ca*" voltagem dependentes do tipo L (73). O sistema eCB também é capaz
de regular a extincdo de memoarias. Animais com delecdo genética do receptor CB1
(CB1™") apresentam um déficit na extincdo de memérias aversivas, assim como animais

+/+

selvagens (CB1™") tratados com antagonista do receptor CB1 (75). Além disso, o
tratamento com agonistas de CB1 ou inibidores da degradacdo de AEA facilita a

extincdo (76-78).
1.4 Neuroinflamacéo na sepse

A neuroinflamacéo é o processo de ativacdo do sistema imunonoldgico inato
do cérebro em resposta a algum tipo de estimulo inflamatério. Esse processo € iniciado
com a ativacdo de células gliais — astrocitos e microglia — que passam a produzir
moléculas pré-inflamatérias, como citocinas, quimiocinas e prostandides. A
neuroinflamacdo é encarada como agente causador de doencas psiquiatricas (79) e
neurodegenerativas (80). Ela pode se originar no proprio cérebro, como ocorre nos
casos de envelhecimento, estresse, alteracdo na liberagdo de neurotransmissores,
lesdo cerebral traumética, encefalite ou isquemia, ou na periferia, como no caso da
sepse (81, 82).

A sepse € uma patologia definida por infeccdo e falha multipla de érgaos e
gue pode causar um quadro de encefalopatia associada a sepse (EAS). Até 70% dos
pacientes que desenvolvem sepse podem apresentar EAS, exibindo disfuncéo
cognitiva, déficit de atencdo, depressdo e potencialmente coma (83). A EAS é uma
patologia complexa, uma vez que é causada por fatores diversos, como reducédo do
aporte sanguineo cerebral e disponibilidade de oxigénio para o cérebro,
comprometimento da barreira hematoencefalica (BHE), alteracbes no metabolismo
celular, edema cerebral, alteragcbes na neurotransmissdo e aumento na producéo de
citocinas inflamatérias (84, 85). A fim de investigar os fatores que levam a disfuncéo
cerebral na sepse, uma série de esforgcos tém se voltado a tentativa de mimetizar a EAS
em modelos animais. A injecao intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS) e a ligadura
e puncao cecal (CLP) sdo modelos experimentais bem sucedidos na reproducdo da
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EAS, produzindo efeitos semelhantes a mesma, como aumento na concentracdo de
citocinas pro-inflamatérias e déficits de memoéria (86, 87). O LPS age ligando-se a
receptores Toll-like 4 (TLR4) em células do sistema imune, desencadeando um
aumento na producédo de citocinas pré-inflamatdrias (88). Em modelos de endotoxemia
sistémica, a interacdo entre LPS e TLR4 no cérebro ocorre nos 0rgaos
circunventriculares, onde a barreira hematoencefalica é permeavel. Além disso, a
elevada producado de citocinas inflamatdrias na periferia causa a ativacdo do endotélio
cerebral, o que provoca o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica
(88). Ambos os casos levam a ativacdo da microglia, o que propaga e amplifica a

inflamacé&o no cérebro (89, 90).
1.4.1 Neuroinflamacéo e dano cognitivo

Uma das consequéncias da EAS é disfungéo cognitiva, que pode persistir de
6 meses a 8 anos apos alta hospitalar (91, 92). Nos modelos de EAS em roedores ja foi
observado dano cognitivo de longo prazo de 30 dias a 3 meses ap0s a inducdo de
sepse (93-96). Essas alteracdes ja foram observadas em testes comportamentais para
memoria espacial, memdéria de habituacdo, memadria de reconhecimento de objetos e
memoérias aversivas (93-100). Alguns estudos apontam o0 estresse oxidativo e a
inflamacdo como os fatores mais importantes no desenvolvimento de dano cognitivo
apos EAS (101-104). Dos fatores pré-inflamatérios mais apontados como responsaveis
pela disfuncéo cognitiva que ocorre na EAS podemos citar a interleucina-1B (IL-18) e a
interleucina-6 (IL-6) (104-107).

Em condic¢@es fisioldgicas, a expressao de IL-13 no cérebro € muito baixa, no
entanto sua expressao € induzida no hipocampo apos tarefas de memoaria espacial e
encontra-se aumentada durante o periodo em que ocorre a consolidacdo de memoria
(108). Alguns estudos mostram que a administracdo de baixas doses de IL-B por via
intracerebroventricular (icv) pode facilitar a consolidagcdo de memodria em tarefas
dependentes da atividade do hipocampo, enquanto o bloqueio da sinalizacao por IL-13
através de estratégias de manipulagédo farmacoldgica ou genética tem efeito amnésico
(108). Portanto, entende-se que niveis baixos de IL-18 no hipocampo sdo necessarios
para os processos de aprendizado e memodria. Contudo, uma série de estudos
demonstraram que a administracdo de IL-1B3 ou o aumento da producado de IL-18 e
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expressao de seu receptor em condicdes inflamatorias (109) induzem dano cognitivo
em tarefas de memodria dependentes do hipocampo (104, 105, 108). No modelo de
sepse em que é utilizada injecdo de LPS, os niveis séricos e cerebrais de IL-13
encontram-se elevados 4 horas apoés a injecdo e atingem um pico apos 24 horas (110).
Em niveis elevados, a IL-1B pode interferir com a neurotransmisdao estimulando a
producdo de glutamato, através de aumento na expressdo de glutaminase (111), e
reduzindo a captacdo de glutamato por células gliais através de reducdo de
transportadores de glutamato na superficie celular (112). Esses mecanismos podem
contribuir para a toxicidade neuronal encontrada em modelos de EAS. Além disso, a IL-
18 é capaz de inibir a fosforilacdo de receptores AMPA e, por isso, o seu
direcionamento para a membrana, atenuando a LTP no hipocampo (113). A IL-1B
também pode reduzir o nUmero de sinapses em cultura de neurdnios do hipocampo
(114) e atenuar a inducdo de expressdo do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) (115). Todos esses mecanismos podem ser apontados como responsaveis pelo
dano cognitivo decorrente de elevacao nos niveis de IL-1p.

A IL-6 tem um papel prejudicial em processos cognitivos no contexto do
envelhecimento (116), mas evidéncias sugerem que esta citocina tem um papel
fisiolégico que envolve a terminacdo da LTP e, consequentemente, a inibicdo da
formacdo de memdria (108). Em camundongos que receberam injecdo de LPS, a
auséncia de IL-6 por delecdo genética protege contra o dano de memdéria de curto
prazo induzido pela inflamacédo, além de inibir a expressdo de outras citocinas
inflamatorias somente no SNC (117). Apés a injecdo de LPS os niveis séricos de IL-6
se elevam rapidamente, atingindo um pico apés 4 horas e posteriormente retornando
proximo a niveis basais (110). No cérebro, a producdo de IL-6 também aumenta
rapidamente, com elevacao 4 horas apés a injecdo de LPS, e se mantém relativamente

estavel, com uma pequena elevagédo apos 16 horas (110).
1.4.2 Neuroinflamacéo e o sistema eCB

O papel modulatério do receptor CB2 no sistema imunolégico é bem
estabelecido (118), contudo o receptor CB1 também pode participar da regulagdo da
resposta inflamatoria. Apesar de baixa, a expressdo de CB1 em células do sistema
imune existe e pode contribuir para a supressdo de mecanismos pro-inflamatérios em
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células dendriticas, células T, células B e macrofagos (119). No SNC, eCBs séo
capazes de inibir a ativacdo da microglia através de receptores CB1 (119). As células
microgliais podem ser ativadas para assumir o fenotipo classico M1, que induz a
producdo de citocinas pro-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
que tem um papel centralna defesa contra infeccbes virais e bacterianas.
Alternativamente, as células da microglia podem ser ativadas e assumir o fenétipo M2,
no qual expressam moléculas anti-inflamatérias e promovem efeito neuroprotetor e
reparo do tecido (120). Um estudo recente demonstrou que a microglia M1 apresenta
supressdo da expressao de proteinas do sistema eCB, incluindo CB1 e CB2, enquanto
a microglia M2 apresenta um aumento na expressdo dessas proteinas (121). Além
disso, a exposicao de células microgliais em cultura a 2-AG e AEA induziu a polarizacao

no fendtipo M2, processo que pode ser mediado tanto por CB1 como CB2 (121).

Em modelos de EAS, citocinas inflamatarias causam um aumento na
expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iINOS) em células gliais, gerando
elevacao nos niveis de oxido nitrico (NO), o qual tem um papel importante na disfuncéo
neuronal (122). O NO pode modular a auto-regulagdo do fluxo sanguineo cerebral e
influenciar a transmissdo sinaptica, causando alteracdo comportamental e
neuroenddcrina, e perturbando a formacdo de memoarias (122). Além disso, o NO inibe
a respiracdo mitocondrial, 0 que provoca deplecdo dos niveis de ATP, desregulacdo da
homeostase de Ca** no citoplasma e morte neuronal (122). Em astrécitos, o aumento
da producédo de NO induzido por aplicacdo de LPS in vitro é inibido pela aplicacdo de
AEA e também do agonista de CB1 e CB2 CP-55940 (123). Ainda, tratamento com o
antagonista seletivo para CB1, SR-141716A, provocou um acréscimo na producédo de
NO induzida por LPS, indicando que eCBs enddégenos modulam a resposta inflamatéria
em astrécitos (123). Outro estudo também demonstrou que tratamento com o0 agonista
canabindide WIN55212-2 inibe a producdo de mediadores inflamatérios em cultura de

astrocitos estimulados com IL-1B (124).

O estudo do papel do sistema eCB em modelos de sepse ainda € incipiente.
No entanto, um estudo demonstrou que o tratamento com canabidiol, um dos
compostos ativos da Cannabis que ndo possui efeito psicotropico e que acredita-se agir

como modulador alostérico negativo de receptores CB1, em um modelo de sepse
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induzida por CLP foi capaz de reduzir o estresse oxidativo no SNC e na periferia, além
de reduzir o dano cognitivo decorrente de sepse e a mortalidade (125). Em contraste,
no modelo de sepse por injecdo de LPS, uma dose baixa de THC (0,002 mg/Kg) foi
capaz de prevenir o dano cognitivo induzido por inflamacdo, além de reduzir a
expressdo de cicloxigenase-2 (COX-2), enzima responsavel pela producdo de
prostaglandinas e induzida durante o processo inflamatério (126). Ainda, o estimulo da
sinalizacdo por eCBs, por meio de tratamento com um inibidor do transporte de AEA,
suprime a producao de IL-1B e IL-6 induzidas por LPS, sendo que pelo menos o efeito
sobre IL-1B8 é mediado por CB1 (127). O tratamento com 0 agonista canabindide HU210
inibiu a producdo de IL-1B induzida por LPS no cérebro e plasma de ratos por um
mecanismo dependente de CB1 (128). Finalmente, o tratamento com baixas doses de
LPS causa uma reducdo nos niveis de CB1 no hipocampo especificamente em

sinapses glutamatérgicas (129).

Os dados aqui apresentados indicam que o sistema eCB pode ter um efeito
benéfico no tratamento de patologias induzidas por neuroinflamacao. De fato, seu efeito
neuroprotetor (130) o torna atrativo para o tratamento de vérias disfuncbes que
envolvem neurodegeneracdo. Levando em conta que a disponibilidade de CB1 pode
estar reduzida em pré-sinapses de neurbnios glutamatérgicos em alguns modelos de
sepse (129), a sua capacidade de conter a excitotoxicidade induzida por excesso de
liberacdo de glutamato pode estar comprometida, portanto é possivel que o aumento na
ativacdo de CB1 possa compensar esse fato e reduzir a liberacdo de glutamato. Ao
combinar neuroprotecdo, efeito anti-inflamatério e modulacdo sobre processos de
memo©ria, o0 sistema eCB tem um grande potencial como alvo para a prevencdo do dano

cognitivo decorrente de neuroinflamagéo.
1.4.3 Neuroinflamacao e LXA,

Devido ao papel anti-inflamatorio da agdo da LXA, em receptores ALX é de
se esperar que o tratamento com a mesma alivie os sintomas da sepse. De fato, em
modelos de CLP a LXA, é capaz de inibir a resposta inflamatdria na periferia, reduzir a
carga bacteriana e aumentar a taxa de sobrevivéncia (131, 132). No entanto, 0os papéis
da LXA4 na resposta inflamatoria no SNC e na restauracdo do dano cognitivo induzido
por neuroinflamacdo ainda ndo foram bem estudados. Em modelos de isquemia
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cerebral focal, um analogo estavel da LXA,, lipoxina A4 metil éster (LXA4ME), foi capaz
de diminuir a disfuncéo da BHE reduzindo a expressao da metaloproteinase de matriz-9
(133); além de reduzir a inflamacédo através de supresséo da infiltracdo de neutrofilos,
peroxidacao de lipidios, producédo de citocinas pro-inflamatoérias e ativacao de astrocitos
e microglia e aumento na producéo de citocinas anti-inflamatérias (134). Em um modelo
de hipoperfuséo cerebral crbnica, tratamento com LXA4ME icv por 2 dias resgatou o
dano cognitivo avaliado por uma tarefa de memoéria espacial, além de reduzir a perda
neuronal, a peroxidacdo de lipidios e a expressdo de proteinas pré-apoptoticas no
hipocampo (135). Em roedores submetidos a lesdo cerebral trauméatica, a LXA,
administrada por via icv reduziu a permeabilidade da BHE, o edema cerebral e a
expressao de citocinas pré-inflamatorias (136). Em camundongos submetidos a injecao
de B-amildide, a LXA, inibiu 0 aumento na producéo de citocinas pré-inflamatorias no
cortex, no hipocampo e em cultura de células microgliais (137), além de resgatar o dano

cognitivo induzido por B-amiléide através de um mecanismo dependente de CB1 (12).

O tratamento com aspirina provoca uma acetilacdo irreversivel na enzima
COX-2, o que a faz com adquirir acdo de lipoxigenase. Dessa forma, a COX-2
metaboliza o AA em células epiteliais e mondcitos a 15R-HETE, o qual € convertido a
15-epi-lipoxina A4 (15-epi-LXA,) pela 5-LO nos leucdcitos (6). E possivel que a 15-epi-
LXA, também atue em receptores CB1, uma vez que é capaz de induzir catalepsia em
camundongos assim como a LXA,; (138). Em um modelo transgénico da doenca de
Alzheimer, o tratamento com 15-epi-LXA, foi capaz de aumentar o recrutamento de
microglia M2, reduzindo a producdo de citocinas proé-inflamatérias e aumentando a
producdo de citocinas anti-inflamatérias e promovendo a remogao de depdsitos de B-
amiléide por fagocitose, além de resgatar o dano cognitivo nesses animais (139). A 15-
epi-LXA, também é capaz de reduzir a ativagdo e a resposta inflamatoria em cultura de

células microgliais e astrocitos estimuladas com LPS (140-142).

Tendo em vista todas as evidéncias citadas, é possivel formular a hipotese
de que a administracdo de LXA, seria benéfica para o tratamento da EAS. Através de
sua acao anti-inflamatéria em receptores ALX (6), a LXA, tem o potencial de reduzir a
resposta inflamatéria exacerbada nos orgaos periféricos em modelos de sepse. No

SNC, a acdo da LXA; sobre receptores CB1 (12) pode potencialmente induzir
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neuroprotecdo através de reducdo na ativacdo de células gliais (121, 123), de
modulacdo da plasticidade sinaptica ou por outros mecanismos (129, 130). Dessa
forma, a LXA, poderia tanto reduzir o curso da resposta inflamatéria como resgatar a

disfuncéo cognitiva observada em modelos de sepse.

Os leucotrienos também sao produtos do metabolismo das lipoxigenases que
estdo envolvidos com os processos de neuroinflamacgéo. Estudos ja demonstraram que
leucotrienos sdo capazes de induzir ativagdo de células microgliais, portanto, levando
ao processo inflamatorio (143, 144). Os leucotrienos também podem participar do dano
cognitivo decorrente de neuroinflamacdo. Em modelo de lesé&o cerebral traumatica, no
qual ha inducdo de inflamacdo, o blogueio da producdo de leucotrienos reduz a
disfuncdo em aprendizado e memoria em roedores (145). Além disso, em outro estudo,
a infusdo de LTD4 no cérebro de camundongos induziu dano em memobria e
amiloidogénese através de acdo em receptores CysLT; (146). A acdo descrita para a
LXA, como antagonista de receptores CysLT;, bloqgueando os efeitos de LTD,4 (9), €
mais uma evidéncia do potencial da LXA4 no tratamento da disfuncdo cognitiva induzida

por neroinflamagéo.
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2. Objetivos

O objetivo principal deste estudo foi a investigacédo da interacéo entre LXA; e
CB1 em condicbes basais e mediante neuroinflamacgédo. Para isso, primeiro voltamos
esforcos para identificar funcdes reguladas pelo sistema eCB influenciadas pela
disponibilidade de LXA; enddgena. Este objetivo foi cumprido com a analise do
comportamento de camundongos com delecéo genética da enzima 5-LO (5-LO™). Além
disso, a produgdo de LXA, também foi avaliada em camundongos selvagens idosos,
com a finalidade de esclarecer seu papel sobre cognicao.

A fim de analisar o efeito da LXA,; sobre o dano cognitivo induzido por
neuroinflamacdo, camundongos selvagens foram submetidos a um protocolo de
inflamacdo de sistémica e seu comportamento foi avaliado, bem como o nivel de
citocinas proé-inflamatérias no SNC e na periferia. Os animais foram testados em uma
tarefa de memaria aversiva contextual para caracterizar o dano cognitivo apresentado,

0 qual poderia posteriormente ser revertido mediante tratamento com LXA,.
2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Avaliar a participagdo de LXA, em fungdes reconhecidamente sob o
controle do sistema eCB. O comportamento de ansiedade, o consumo de agua e
alimento, a locomocéao, nocicepcéo e formacao e extincdo de memdrias aversivas foram
analisados em camundongos 5-LO™. Ainda, a relacéo entre producéo de LXA, e dano

cognitivo em camundongos idosos selvagens foi investigada.

2.1.2 Avaliar o efeito do tratamento com LXA,; na producdo de citocinas pro-
inflamatérias no SNC apdés estimulo inflamatério, relacionando possiveis efeitos anti-

inflamatorios e neuroprotetores ao dano cognitivo.

2.1.3 Avaliar o potencial da LXA4 na prevencéo da disfuncdo cognitiva causada

por neuroinflamacdo em modelo de sepse.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Camundongos isogénicos da linhagem SV129 com delecdo génica para a
enzima 5-LO (5-LO™) e seu controle genético (5-LO*"*), também da linhagem SV129,
foram fornecidos pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e mantidos no Centro
Nacional de Bioimagem (CENABIO) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
Camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 foram adquiridos do Instituto de
Microbiologia Paulo Gées da UFRJ e mantidos no CENABIO. Camundongos nédo
isogénicos Swiss Webster foram obtidos pelo Centro de Criacdo de Animais de
Laboratério (CECAL) da FIOCRUZ e mantidos no CENABIO da UFRJ, ou no biotério do
pavilhdo Ozério de Almeida, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Os animais utilizados
foram machos adultos jovens (3 a 4 meses), machos idosos (12 meses) ou fémeas 5-
LO" e 5-LO"* adultas jovens (3 a 4 meses). Os camundongos foram mantidos em
caixas coletivas (30 x 20 x 13 cm), contendo 3 a 5 individuos sob condicéo controlada
de temperatura (23 £ 2 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h, fase clara das
6:00 as 18:00). Agua e racéo especial para roedores foram providas ad libitum. Todos
0s procedimentos experimentais utilizados no presente estudo foram conduzidos
cuidadosamente de acordo com as normas do Comité de Etica para o Uso de Animais
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA/UFRJ IBQMO058), que segue normas

internacionais de utilizacdo de animais para pesquisa cientifica.
3.2 Modelo de sepse

O modelo de sepse utilizado para este estudo foi a inje¢cdo aguda de LPS.
Camundongos Swiss Webster adultos jovens (3-4 meses) receberam uma injecao de
LPS de Escherichia coli 0127:B8 (0,3, 1 ou 3mg/kg i.p.; Sigma-Aldrich) dissolvido em
solucdo de NaCl 0,9%, enquanto os animais no grupo controle receberam somente
solucdo de NaCl 0,9%. Apds o preparo da solucdo de LPS, a mesma foi submetida a
sonicagédo por 5 min para dissolugao das micelas formadas pelo LPS em solugcao. Este
processo foi repetido a cada 30 min. O volume de injecéo foi de 10ml/kg para todos o0s
grupos experimentais. A injecdo de LPS foi administrada imediatamente apds o
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condicionamento na tarefa de memdria aversiva ou 24 h depois da mesma, ou ainda 4

h antes da coleta das amostras de plasma e cérebro.

A inducéo de inflamacdo pelo modelo utilizado, injecdo Unica de LPS, é muito
utilizada no estudo da biologia basica da sepse. Camundongos séo tipicamente menos
sensiveis aos efeitos sistémicos do LPS. Em humanos, uma dose de 2 ng/kg é capaz
de gerar efeitos psicolégicos semelhantes aos da sepse, enquanto que em modelos
murinos uma dose de 500 ng/kg nédo parece produzir efeitos comportamentais (147).
Apoés a administracdo de LPS em doses mais altas, efeitos sistémicos sdo aparentes
apo0s pouco tempo e sua progressao é rapida. O conjunto desses sintomas é chamado
de sickness behavior e inclui reducao da atividade locomotora, tremores, piloerecéo e
hipotermia (147). Além disso, a produgéo de citocinas também aumenta rapidamente,
atingindo um pico entre 1 hora e 30 minutos e 4 horas e 30 minutos apés a injecao de
LPS (147). No nosso modelo, utilizando a dose de 0,3 mg/kg de LPS, néo foi possivel
observar alterac6es comportamentais indicativas de sickness behavior ou mortalidade,
entretanto, houve aumento na producdo de citocinas inflamatorias apenas 4 horas

apos a injecdo de LPS.
3.3 Tratamentos

Camundongos Swiss Webster foram tratados com Lipoxina As (LXA,) (1-10
pg/kg i.p. ou 1 pmol/2ul icv; Cayman Chemical) dissolvida em solucdo de etanol 0,1%
em solucédo salina (NaCl 0,9%), AM251 (1 ou 3 mg/kg i.p; Cayman Chemical), Zileuton
(40 mgl/kg, p.o.; Cayman Chemical) e MK-886 (3-10 mg/kg, i.p.; Cayman Chemical),
dissolvidos em solucéo fisiologica contendo dimetilsufoxido 10% (DMSO). Os veiculos
usados para dissolucdo foram utilizados como solugdes controle. O volume de injecao
foi de 10 ml/kg de peso corporal para via i.p. e 2ul para via icv. As injecdes por via icv
foram realizadas segundo previamente descrito (148, 149). Os camundongos foram
anestesiados em uma camara com isofluorano e os farmacos foram introduzidos com o
uso de uma agulha (13 x 0,4 mm; 26 Gauge) acoplada a uma microseringa (Hamilton)
por um tubo de polietileno. Um anteparo de tubo de polietileno foi utilizado para limitar a
penetracdo da agulha a 2,5mm de profundidade. A cabeca do animal foi mantida na
posicdo horizontal pelo experimentador e a agulha foi inserida unilateralmente de forma

perpendicular ao cranio do camundongo. Duas linhas imaginarias, uma coronal
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seguindo a base das orelhas e uma sagital, seguindo a linha medial do cranio, foram
delimitadas. A interseccdo entre duas linhas imaginarias secundarias, uma
perpendicular a linha coronal da base das orelhas distante 2 a 3 mm na dire¢&o rostral
e uma perpendicular a linha medial distante 1 a 2 mm, foi o sitio de injecdo. Dessa
forma é possivel atingir os ventriculos laterais causando o minimo possivel de dano ao

tecido.
3.4 Testes Comportamentais

Todos os experimentos comportamentais foram idealizados de modo a
minimizar o namero de animais utilizados e realizados seguindo estritamente normas
internacionais de cuidado e manuseio de animais para experimentacao cientifica. Cada
bloco de experimentos foi realizado no mesmo periodo do dia, durante a fase clara,
minimizando a influéncia de flutuacbes do ritmo circadiano dos animais. As salas de
experimentacdo foram mantidas com temperatura (23 = 2 °C) e luminosidade
(aproximadamente 300-400 lux) controladas no periodo de habituacdo (pelo menos 1
hora antes dos experimentos) e durante o experimento. Os experimentos foram
monitorados por equipamento de video e avaliados off-line manualmente ou com uso

do software Any-Maze (Stoelting) na funcao de video tracking.
3.4.1 Ansiedade
3.4.1.1 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliacdo de comportamento
emocional tipo ansiedade (150). Os camundongos (3-4 meses ou 12 meses) foram
testados num aparato em forma de cruz elevado a 50 cm do chédo, que contém dois
bracos abertos opostos (30 x 5 cm), compostos de acrilico transparente, e dois bracos
fechados opostos (30 x 5 x 15 cm), compostos de madeira lacada branca. Os animais
foram posicionados no centro do aparato na direcdo dos bragos abertos e o exploraram
livremente durante 5 minutos. O teste foi monitorado por video e a avaliacdo dos videos
foi realizada off-line manualmente com o uso de cronbmetros. O tempo e o ndmero
entradas nos bracos abertos foram utilizados como paréametros de ansiedade e o

namero de entradas nos bracos fechados foi utilizado como parametro locomotor. O
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tratamento com AM251 (1 ou 3 mg/kg i.p), um antagonista seletivo de receptores CB1 e
reconhecido como promotor de aumento nos niveis de ansiedade em roedores (151),
foi utilizado como controle positivo de efeito ansiogénico.

3.4.1.2 Caixa claro-escuro

A caixa claro-escuro consiste em uma caixa de acrilico (50 x 20 x 20 cm)
dividida por uma parede com uma pequena porta (10 x 3 cm) entre dois compartimentos
de area semelhante. O compartimento claro foi iluminado por uma lampada de 60 W
gerando uma luminosidade superior a 400 Lux. J& o compartimento escuro foi iluminado
indiretamente e possui paredes negras, gerando luminosidade inferior a 30 Lux. A caixa
foi utilizada para avaliagdo de comportamento emocional tipo ansiedade (152). Os
animais (3-4 meses ou 12 meses) foram inicialmente posicionados no compartimento
claro e a exploracéo livre do aparato foi avaliada por 5 min. O tempo em cada
compartimento, claro e escuro, foi utilizado como parametro de ansiedade e o numero
de transicdes entre os dois compartimentos foi utilizado como parametro de locomocéao

durante o teste.
3.4.2 Consumo de agua e alimento e peso corporal

Camundongos 5-LO" e 5-LO™" (3-4 meses) tiveram seu consumo de
alimento (racdo padrao para roedores) e agua monitorado durante um periodo de cinco
dias. Durante esse periodo o0s animais receberam agua e alimento ad libitum. A
guantidade de racéo e o volume de agua foram medidos diariamente em cada gaiola de
animais. Ao final do periodo de monitoramento, obtivemos uma taxa de consumo por

+/+

dia para cada animal. O peso corporal de todos os camundongos 5-LO™ e 5-LO*"* foi
aferido em um Unico evento. A pesagem foi realizada em animais de aproximadamente

4 meses de idade.
3.4.3 Locomocao

Para a avaliacdo da atividade locomotora de animais 5-LO™ e 5-LO"* (3-4
meses), os camundongos foram submetidos ao teste de campo aberto. Este foi
realizado em uma arena de 30x30x30 cm, a qual os animais exploraram livremente
durante 10 minutos. A atividade durante esse periodo foi monitorada por uma camera
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filmadora (Sony Handycam). A avaliagdo dos videos foi realizada off-line pelo software
Any-Maze. A velocidade média de locomoc¢éo e a distancia total percorrida durante o
teste foram utilizadas como parametros da atividade motora (153). A demarcacao de
duas zonas de mesma area, uma central e uma periférica, permitiu a analise do
comportamento de ansiedade atraves do tempo e niumero de entradas no centro ou na
periferia (154).

3.4.4 Teste de nocicepcao

+/+

Para avaliar a nocicep¢do em camundongos 5-LO™ e 5-LO™"* (3-4 meses), 0s
animais foram submetidos ao teste de sensibilidade ao choque como descrito
anteriormente (155). Os camundongos foram posicionados no centro de uma caixa de
26x10x35 cm, que possui no piso uma grade de metal conectada a um gerador de
choque. Um minuto apds o inicio do teste, os animais receberam uma sucessao de
choques de 0,4 a 1,2 mA/2s em incrementos de 0,1 mA e em intervalos de 20 s. Dois
limiares de nocicepgédo foram estabelecidos, o primeiro quando o animal apresentou
uma leve agitacéo (flinching) e o segundo quando o animal pulou com as quatro patas e
realizou vocalizagdo (jumping). Ao encontrar a intensidade de choque que da origem a
resposta comportamental, ela foi diminuida e aumentada para confirmar a presenca da
resposta especificamente naquela intensidade de estimulo (156). Foi registrada para
comparacao entre os grupos a intensidade de choque em que o animal apresentou o
comportamento caracteristico de cada um dos limiares. O flinching é o primeiro sinal
comportamental que indica que o animal sentiu o estimulo. O jumping ocorre com o
aumento da intensidade de estimulo. Portanto, flinching e jumping sao utilizados

respectivamente como parametros de sensibilidade e tolerancia a dor.
3.4.5 Memoria e aprendizado

3.4.5.1 Condicionamento aversivo contextual

A fim de avaliar o dano cognitivo apds neuroinflamacéo, camundongos Swiss
Webster (3-4 meses) tratados com LPS foram posicionados no interior de uma caixa de
condicionamento com piso em grades de metal conectadas a um gerador de choque.

Foram permitidos 3 minutos de exploracdo para habituacdo a caixa e formacdo da

memoéria de contexto. Apds esse periodo de habituacdo, os animais receberam um
26



choque de 1 mA por 2 s. Decorridos 58 s ap6s o choque, os animais foram retirados da
caixa e retornaram a gaiola. Depois de periodo de sete dias, os animais foram
reexpostos a caixa de condicionamento por 3 minutos. O teste foi registrado por
equipamento de video e analisado off-line manualmente com auxilio de um cronémetro.
O tempo de congelamento, ou seja, auséncia de movimento foi registrado como
parametro da retencdo de memoria aversiva. Para avaliar o efeito da injecdo de LPS no
condicionamento de memdria, os animais foram tratados imediatamente apds a sessédo
de condicionamento. Ainda, a fim investigar o efeito do tratamento com LXA4;, uma
injecdo de LXA; (1pmol/2ul icv) foi administrada uma hora apdés a inducdo de

inflamagéo com LPS (0,3mg/ml i.p.) (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Protocolo de tratamento durante o condicionamento aversivo contextual. (A) Para
avaliacdo do efeito do LPS sobre consolidacdo de memodria, a inje¢cdo foi administrada
imediatamente apés a fase de condicionamento. (B) Para andlise do efeito do LPS sobre a
evocacdo de memdrias ja consolidadas, a injecao foi administrada apos a fase de consolidagéo
da memodria, ou seja, 24 horas depois do condicionamento. (C) Para avaliar o efeito do
tratamento com LXA, no dano cognitivo induzido por neuroinflamagéo, uma injecdo de LXA,
(1pmol/2ul icv) foi administrada 1 hora apoés a injecdo de LPS.

Dessa forma, foi possivel evitar qualquer influéncia de sickness behavior que
poderia alterar o desempenho na tarefa ou a analise do teste de forma inespecifica
(157). Para avaliar o efeito do LPS sobre memoarias ja consolidadas, o tratamento foi

realizado 24 horas depois da sessédo de condicionamento, ou seja, apos o periodo de
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tempo em que ocorre a fase de consolidacdo. Novamente, a aplicacdo de LPS 6 dias
antes da avaliacdo comportamental final nos permitiu evitar a influéncia de sickness

behavior.
3.4.5.2 Esquiva inibitéria

O teste de esquiva inibitoria foi utilizado para avaliar memaria aversiva em
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camundongos 5-LO" e 5-LO"" (3-4 meses). Para este teste foi utilizada uma caixa de
26x10x35 cm com piso em barras de metal conectadas a um gerador de choque. No
centro da caixa foi instalada uma plataforma de acrilico medindo 10x10x4 cm, onde o
animal foi posicionado no inicio do teste. Ao descer da plataforma espontaneamente, o
animal recebeu um choque de 0,7 mA por 2 s e foi imediatamente retirado da caixa
(158). Apos 30 minutos ou 24 horas, os animais foram posicionados novamente sobre a
plataforma e o tempo de laténcia para descer foi registrado. Um tempo maximo de 180
s de laténcia foi estipulado; se o animal ndo descesse apds esse tempo seria
gentilmente guiado para fora da plataforma. A fim de estabelecer uma curva de
aprendizado, os animais foram imediatamente retornados a plataforma apds o primeiro
choque e a laténcia para descer novamente foi registrada. Caso a laténcia fosse menor
do que o critério previamente estabelecido de 180 s, o animal receberia mais um
choque, e assim sucessivamente até que atingisse 180 s de laténcia. O namero de
tentativas até atingir o critério foi registrado para comparacdo entre os grupos (86).
Decorridas 24 horas da sessao de aprendizado, os camundongos foram posicionados
novamente na plataforma e sua laténcia para descer foi registrada, dessa forma

pudemos avaliar a consolidacao e reativacdo de memoria.
3.4.5.3 Extincdo de memoria

Foi estabelecido um protocolo para avaliar a extingdo de memarias aversivas
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em camundongos 5-LO™ e 5-LO™"* (3-4 meses). O teste de esquiva inibitéria também foi
utilizado, porém os animais foram condicionados sob um choque de alta intensidade (1
mA/2 s), assegurando que atingissem a laténcia maxima estipulada (180s), sendo
assim possivel observar a extingdo. Os testes de extingdo foram executados a partir do
12° dia ap6s o condicionamento. Nesses testes, os animais foram posicionados

novamente sobre a plataforma e o tempo de laténcia para descer foi registrado. Um
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maximo de 180 s foi estipulado e caso o animal ndo descesse, era gentilmente
conduzido as barras metélicas no piso. Uma vez fora da plataforma, foram permitidos
30 s para exploracdo livre da caixa. Quatro exposicbes foram realizadas
sucessivamente em intervalos de 24 h, ou seja, nos dias 12, 13, 14 e 15 apo6s o
condicionamento (159). Os valores de laténcia dos quatro testes de extincdo foram

comparados para 0s grupos analisados.
3.5 Ensaios bioquimicos
3.5.1 Preparo de amostras

Os camundongos (3-4 meses ou 12 meses) foram anestesiados
profundamente com Isofluorano e rapidamente decapitados para coleta de amostras de
cérebro e de plasma. No preparo das amostras de plasma, o sangue dos animais
(aproximadamente 900 ul) foi coletado por puncédo cardiaca e diluido em 100 ul de
citrato de sédio 3,2%, utilizado como agente anticoagulante. O sangue foi, entéo,
centrifugado a 3000 rpm por 6 min e 0 sobrenadante foi coletado para dosagem de
eicosanoides e citocinas por ELISA. No preparo de amostras de cérebro, o tecido fresco
foi coletado e pesado e, em seguida, homogeneizado em tampédo de lise RIPA com

inibidores de proteases e fosfatases (Santa Cruz Biotechnology).
3.5.2 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas das amostras de cérebro foi quantificada pelo
meétodo do acido bicinconinico (BCA), ou ensaio a base de cobre (Thermo Scientific). As
amostras foram diluidas 20 vezes e aplicadas no volume de 10ul a uma placa de 96
pocos. Em seguida foi adicionado o reagente contendo sulfato de cobre (Il) e BCA e a
placa foi incubada a 37°C por 30 minutos. O método é baseado na reducdo de Cu*? a
Cu*! realizada por proteinas num meio alcalino e na deteccdo colorimétrica de Cu™*
com BCA (160). O reagente forma uma cor roxa que corresponde a quelacdo de duas
moléculas de BCA com um fon Cu**. A absorbancia foi medida por espectrofotometria a
562 nm. Os valores obtidos para as amostras foram comparados a uma curva padrao
obtida a partir de albumina de soro bovino (BSA) e a concentracdo de proteina foi

determinada.
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3.5.3 ELISA para dosagem de LXA, e cisteinil-leucotrienos

A quantificacdo dos niveis de LXA, no cérebro de camundongos (cortex,
hipocampo) foi realizada por meio de kit de ensaio imunossorvente ligado a enzima
(ELISA) competitivo (Oxford Biomedical Research). As amostras foram incubadas com
0 composto conjugado HRP-LXA, (peroxidase) por 1 hora a temperatura ambiente (25
°C) em placa de 96 pocos tratada com anticorpos anti-LXA,. Apds sucessivas lavagens,
a reacao foi revelada com uso de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) como substrato,
cuja coloracdo azul é inversamente proporcional a quantidade de LXA4 na amostra. A
leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 650
nm. A quantidade de LXA4 nas amostras foi normalizada pela concentracdo de proteina

(em mg) nas amostras de cérebro ou pelo volume da amostra de plasma.

A dosagem dos niveis de cisteinil leucotrienos (cys-LTs) foi realizada por
meio de kit de ELISA competitivo (Cayman Chemical). As amostras foram incubadas
com o conjugado cys-LT-acetilcolinesterase e anticorpos especificos anti-cys-LT numa
placa de 96 pocos tratada com anticorpo anti-lgG de camundongo. ApOs sucessivas
lavagens, as placas foram reveladas com reagente de Ellman, que contém o substrato
para a acetilcolinesterase. A absorbancia foi medida por espectofotometria (412 nm) e a
concentragdo de cys-LTs foi calculada como uma medida inversamente proporcional a
intensidade de cor amarela observada. A quantidade de cys-LTs foi normalizada de

acordo com o volume da amostra.

3.5.4 ELISA para dosagem de IL-1B e IL-6

Amostras de cérebro e plasma de camundongos Swiss Webster tratados
com LPS na presenca ou auséncia de LXA, foram submetidas a dosagem de IL-1B e IL-
6 por ELISA sanduiche (R&D Systems). Uma placa de 96 pocos foi incubada overnight
com o anticorpo de captura a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada
com tampao salina-fosfato (PBS) e incubada com solugéo de bloqueio (PBS contendo
BSA 1%) por uma hora a temperatura ambiente. Apdés lavagem com PBS, foram
aplicados 50ul das amostras e foi realizada incubagdo overnight & temperatura
ambiente. A placa foi lavada novamente e 50 pl do anticorpo de deteccédo conjugado a

biotina foram aplicados a cada po¢o durante uma hora. A placa foi entdo incubada por
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30 minutos com streptavidina-HRP, a qual se liga ao anticorpo de deteccao.
Finalmente, foi aplicado o substrato TMB por 20 minutos. Uma solucdo de acido
sulfarico 1 M foi adicionada para parar a reacdo, mudando a cor do azul para o
amarelo. A absorbancia foi medida por espectrofotometria (450 nm) e a concentracéo
das citocinas foi normalizada de acordo com o volume da amostra de plasma ou com a

concentracdo de proteina nas amostras de cérebro.

3.5.5 Western Blotting
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Amostras de hipocampo, cortex e cerebelo de camundongos 5-LO" e 5-LO
foram coletadas e homogeneizadas em tampdo de lise RIPA com inibidores de
proteases e fosfatases (Santa Cruz Biotechnology) para andlise da expressdo de CB1
por Western Blotting (WB). Os procedimentos foram conduzidos como descrito
previamente (161). A quantidade de proteinas das amostras foi aferida pelo kit para
ensaio de BCA (Thermo Fisher Scientific, USA). As amostras foram, entdo, diluidas a
concentracdo de 3 mg/ml de proteina e preparadas com tampao de amostra Laemmli
para WB (60mM Tris-Cl pH 6.8, dodecil sulfato de sédio 2%, glicerol 10%, pB-
mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0,01%). Em seguida, foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, o qual foi posteriormente transferido para
uma membrana de PVDF Immobilon-FL (Merck Millipore). As membranas foram
bloqueadas por 1h com tampé&o de bloqueio para WB de fluorescéncia (Rockland) e
incubadas com anticorpo anti-CB1 1:1000 (Merck Millipore) e anti-B-actina (Sigma-
Aldrich) overnight e, posteriormente, com 0s anticorpos secundarios conjugados a um
fluoréforo infravermelho (680 e 800 nm) por 45 min. Finalmente, as membranas foram
reveladas por um sistema de imagem com emissao de luz infravermelha Odyssey (Li-
Cor Biosciences). As imagens obtidas foram analisadas pelo software Image Studio (Li-
Cor Biosciences) e os valores de densitometria Optica foram normalizados pelo controle

de carregamento B-actina.
3.5.6 Imunohistoquimica

Camundongos 5-LO" e 5-LO"* foram sacrificados por anestesia profunda e
submetidos a perfusdo transcardiaca com PBS e posteriormente com paraformaldeido

(PFA) 4%. Os cérebros foram dissecados e mantidos submersos em solugdo de PFA
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4% a 4°C overnight. Em seguida, foram submetidos a crioprotecdo em solugdo de
sacarose 30%. Sec¢Bes de 40 um foram obtidas em criostato a -20°C abrangendo a éarea
do hipocampo. As sec¢Oes foram montadas em laminas de vidro e processadas para
imunohistoquimica. As laminas foram submersas em solucdo tampao citrato 0,01 M a
60°C por 20 minutos para realizar a recuperacédo de antigeno. Em seguida, as secdes
foram permeabilizadas com cloreto de amo6nio 50 mM e Triton X-100 0,5% por 20
minutos; este passo também é responsavel por reduzir a auto-fluorescéncia do tecido.
Foi realizado bloqueio de sitios inespecificos com solu¢cdo de BSA 5% por uma hora a
temperatura ambiente e as sec¢cOes foram incubadas com anticorpo anti-CB1 1:1000
(Merck Millipore) overnight a 4°C. Subsequentemente as se¢des foram incubadas com
anticorpo anti-lgG de coelho Alexa Fluor® 594 (Life Technologies) 1:400 por 2 horas e 0
agente intercalante de DNA DAPI por 5 minutos. Um passo final para eliminacdo de
auto-fluorescéncia para lipofuscina foi realizado com a incubacdo com Sudan Black B
1% em etanol 70% por 5 minutos. Em seguida as laminas foram montadas com uma
laminula de vidro e auxilio do meio de montagem Aqua Poly/Mount (Polysciences). As
imagens foram analisadas pelo software Imaged (NIH) assim como previamente
descrito (162). Duas camadas foram destacadas e selecionadas para quantificacdo de
densitometria Optica, stratum pyramidale (SP) e stratum radiatum (SR) baseado na
descricéo de alta expressao de CB1 (158) tanto na regido CA1 como na regidao CA3 do
hipocampo (Figura 3.2).

A

Figura 3.2 Exemplificagdo do método de quantificagdo das imagens obtidas em microscopia de
fluorescéncia. As camadas stratum pyramidale (SP) e stratum radiatum (SR) foram delimitadas

para a quantificacdo da densitometria Optica.
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3.6 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e os
experimentos foram avaliados por teste t de student ndo pareado, andlise de variancia
(ANOVA) de 1 via, ou ANOVA de 2 vias com pos-teste de Bonferroni. Os testes post
hoc de Newman-Keuls ou de Dunnett foram utilizados para comparac¢des ponto a ponto
apos analise global por ANOVA. Todos os testes foram conduzidos considerando um
intervalo de confianca de 95%. As andlises estatisticas foram realizadas com o software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software).
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4. Resultados e Discusséao
4.1 Caracterizagéo de animais 5-LO™

O primeiro objetivo deste estudo foi o esclarecimento da relevancia da
interacdo entre a LXA,; enddgena e o receptor CB1 em condicdes fisiologicas. Para
isso, investigamos uma série de funcdes reguladas pelo sistema eCB em camundongos
5-LO7, que tém uma reducdo na producdo de LXA,. Entre os comportamentos
avaliados estdo ansiedade, consumo de agua e alimento, locomocédo, nocicepcao e

memorias aversivas.
4.1.1 Ansiedade

O primeiro comportamento avaliado nos camundongos 5-LO” foi o de
ansiedade. Os animais foram submetidos aos testes no labirinto em cruz elevado e
caixa claro-escuro. Nenhuma alteracao foi observada no comportamento de ansiedade
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entre camundongos 5-LO” e 5-LO"" adultos. Também foram testados camundongos
Swiss Webster tratados com o inibidor da 5-LO, Zileuton, e com o inibidor da FLAP, MK-
886. Nenhuma alteracdo foi observada quando os farmacos foram administrados a
animais adultos jovens, porém quando MK-886 foi administrada a animais idosos (12
meses) foi observado um efeito ansiogénico. Além disso, o tratamento de animais
adultos jovens com LXA, exdgena produziu um efeito ansiolitico. Esses dados indicam
que a relevancia da LXA,; endbégena para o comportamento de ansiedade se torna
importante no envelhecimento, quando, curiosamente, a expressao de 5-LO se
encontra aumentada (163), porém a producéo de LXA, é reduzida quando comparado a
adultos jovens. Ademais, a aplicacdo de LXA,; tem efeito ansiolitico e esse efeito

provavelmente é mediado pela sua interagdo com receptores CB1 (21-23).
Artigo publicado em 2014 no periédico PLoS ONE:
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Abstract

When 5-lipoxygenase (5-LO) is inhibited, roughly half of the CNS effect of the prototypic endocannabinoid anandamide
(AEA) is lost. Therefore, we decided to investigate whether inhibiting this enzyme would influence physiological functions
classically described as being under control of the endocannabinoid system. Although 5-LO inhibition by MK-886 reduced
lipoxin A4 levels in the brain, no effect was found in the elevated plus maze (EPM), even at the highest possible doses, via i.p.
(10 mg/kg,) or i.c.v. (500 pmol/2 pl) routes. Accordingly, no alterations in anxiety-like behavior in the EPM test were
observed in 5-LO KO mice. Interestingly, aged mice, which show reduced circulating lipoxin A, levels, were sensitive to MK-
886, displaying an anxiogenic-like state in response to treatment. Moreover, exogenous lipoxin A, induced an anxiolytic-like
profile in the EPM test. Our findings are in line with other reports showing no difference between FLAP KO or 5-LO KO and
their control strains in adult mice, but increased anxiety-like behavior in aged mice. We also show for the first time that
lipoxin A, affects mouse behavior. In conclusion, we propose an age-dependent relevancy of endogenous 5-LO derivatives
in the modulation of anxiety-like behavior, in addition to a potential for exogenous lipoxin A4 in producing an anxiolytic-like
state.
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Introduction

Our laboratory recently described that the 5-lipoxygenase (5-
LO) derivative lipoxin A4 is a positive allosteric modulator of CB1
cannabinoid receptors [1]. Such mechanism had not been
previously described for this or other endogenous lipids, and
occurs in addition to the well-described interaction of lipoxin Ay
with ALX receptors [2]. Interestingly, when 5-LO is inhibited,
roughly half of the CNS effect of the prototypic endocannabinoid
anandamide (AEA) is lost [1]. Therefore, we decided to investigate
whether 5-LO inhibition would influence physiological functions
classically described as being under control of the endocannabi-
noid system (for a recent review, see [3]). This research line was
started with anxiety, which is deeply influenced by the endocan-
nabinoid system, and particularly by AEA. We hypothesized that if
5-LLO inhibition reduces AEA effects in the brain, mice treated
with 5-LO inhibitors would show increased anxiety-like behavior,
similarly to what occurs with mice treated with CBI receptor
antagonists [4] and contrary to what occurs after enhancement of
AEA levels by URB597 [5]. However, we could not observe this
behavioral phenotype and two recent studies investigating 5-LO
knockout mice suggest that lack of effect may indeed be the
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expected result [6,7]. On the other hand, exogenous lipoxin Ay
induced an anxiolytic-like profile in the elevated plus maze (EPM)
test.

Methods

Animals

Swiss albino and C57BL/6 adult (3 months) and aged (12
months) male mice have been used in this study. 5-LO knockout
female mice were provided by Fundagio Oswaldo Cruz and kept
in the animal facilities of the National Center for Bioimaging
(CENABIO) at Universidade Federal do Rio de Janeiro. The
animals were maintained under a 12:12 h light cycle with standard
rodent chow and filtered water provided ad libitum. All procedures
were carried out in strict accordance with international recom-
mendations for the Care and Use of Laboratory Animals. The
Committee on the Ethics of Animal Experiments of the
Universidade Federal do Rio de Janeiro approved our experi-
mental protocols (IBQMO058).
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Figure 1. MK-886 prevents on demand synthesis of lipoxin A,
in adult Swiss mice. Treatment with (MK-886 10 mg/kg, i.p.) did not
reduce (A) basal circulating levels of lipoxin A; (n=8—12). However, (B)
MK-886 (10 mg/kg, i.p.) successfully prevented the increase in lipoxin A4
levels induced by kainic acid in the brain of adult Swiss mice (n=6°—7).
Data are presented as mean = SEM and were analyzed by two-tailed
Student’s t test. In “B” data was normalized by basal levels found in
control animals. *p<<0.05 vs control. LXA,4: Lipoxin A4.
doi:10.1371/journal.pone.0085009.g001

Drugs and Treatment Schedule

MK-886 (Cayman), an inhibitor of the 5-LO activating protein
(FLAP) was injected systemically (3-10 mg/kg, 1.p.) and intracer-
ebroventricularly (250-500 pmol/2 pl, i.c.v.). This drug had
already been tested in our previous paper, and a dose of 3
mg/kg was sufficient to inhibit half of AEA-induced catalepsy [1].
Doses ranging from 3 to 10 mg/kg also influence mouse behavior
in the forced swim test [8]. The direct 5-LO inhibitor zileuton

Age-Dependent 5-Lipoxygenase Impact on Anxiety

(Cayman) was given orally in a selected high dose (40 mg/kg, p.o.),
which is roughly 25% above the dose known to inhibit 50% of the
enzyme activity (EDsg) in the periphery [9]. Both drugs were
injected 1 h before behavioral experiments and 10% DMSO was
used as vehicle. AM251 (1-3 mg/kg) and lipoxin A, (1-10 ug)
were injected 1.p. 30 min before testing.

Behavioral Test

The elevated plus maze (EPM) test evaluates anxiety-like
behavior in rodents, and was conducted with the same protocol
previously shown by our group [10] and others [4] to be sensitive
to manipulations of the endocannabinoid system. A positive
control with the CBI antagonist AM251 was also performed to
confirm that the experimental settings are sensitive to manipula-
tions inducing an anxiogenic-like state. In brief, each mouse was
placed in the center of a plus-shaped elevated maze, which has two
open arms and two enclosed arms, and is allowed to explore the
apparatus for 5 min. The time spent in the open arms and the
number of entries in these arms is regarded as an inverse measure
of anxiety, whereas the number of closed arm entries is regarded as
a measure of total locomotion [11]. The experiments have been
conducted under approximately 300400 Lux illumination.

Immunodetection of Lipoxin A, by ELISA

Blood plasma has been collected from Swiss and 5-LOX KO
mice and applied into a double-sandwich ELISA kit (Oxford
Biomedical Research), read at 650 nm, and expressed as (ng/ml of
plasma). To evaluate if 5-LO inhibition would prevent the increase
of lipoxin A4 levels in a condition that induces on demand
endocannabinoid synthesis, we injected Swiss mice with MK-886
(10 mg/kg, i.p.) 30 min before kainic acid (30 mg/kg, i.p.) to
measure lipoxin A4 in the hippocampus. Brains were harvested
and the hippocampus has been dissected 30 min after kainic acid

Table 1. Treatment with MK-886 does not influence anxiety-like behavior in the EPM test.

Mouse strain (n) Treatment/Statistics Open Arm Time

Closed Arm Time Open Arm Entries Closed Arm Entries

Swiss (10) Vehicle i.p. 84+33

MK-886 3 mg/Kg i.p. 55+23

MK-886 10 mg/Kg i.p. 7.6+£2.6

ANOVA F(27,2)=0.29, p=0.75
C57BL/6 (8-9) Vehicle i.p. 54.0+14.5

MK-886 3 mg/Kg i.p. 444+187

MK-886 10 mg/Kg i.p. 53.4%16.9

ANOVA F(23,2)=0.10, p=0.90
Swiss (9-10) Vehicle i.c.v. 20.2+7.2

MK-886 250 pmol/2 pl i.c.v. 38.8£12.1

MK-886 500 pmol/2 pl i.c.v. 32.9+9.0

ANOVA F(26,2)=0.99, p=0.38
Swiss (6-8) Vehicle i.p. 15.6+3.8

AM251 1 mg/Kg i.p. 5.5+3.0%

AM251 3 mg/Kg i.p. 3.6+1.7*

ANOVA F(2,18)=5.2, p=0.02

1384+7.3 1.6*0.7 13.8%1.1

150.3+7.7 12204 15.0%1.0

160.2+6.2 12204 13.6+0.9

F(27,2)=23, p=0.11 F(27,2)=0.22, p=0.80 F(27,2)=0.58, p=0.57
157.1%x253 6.5+1.9 8.1x1.7

166.8+17.7 3.0£1.0 6.2+0.7

152.1+14.0 48*+1.3 8.0*04
F(23,2)=0.16, p=0.85 F(23,2)=1.48, p=0.25 F(23,2)=1.13, p=0.34
146.8+11.8 3.1£1. 12.1+0.5

1347+114 51*+15 134%1.2

123.0+11.9 47%x1.0 13.9+0.8
F(26,2)=0.35, p=0.36 F(26,2)=0.81, p=0.45 F(26,2)=1.29, p=0.29
147.0*+7.4 3.0*+0.7 147*1.6

141.8+11.8 0.7£0.2%* 10.5*+25
202.9+14.5%* 0.5+0.2%* 89*1.9

F(2,18)=8.3, p=0.003 F(2,18)=10.65, p=0.009 F(2,18)=2.4, p=0.12

analysis was carried out by ANOVA followed by Duncan’s post hoc test.
*p<<0.05 vs vehicle.

**p<<0.01 vs vehicle.

doi:10.1371/journal.pone.0085009.t001
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Mice were treated with MK-886 via i.p. or i.c.v. route and tested on the EPM. There was no significant difference in anxiety-like behavior among groups in either mouse
strain (Swiss or C57BL/6) or administration route (i.p. or i.c.v.). AM251, a CB1 antagonist, was used as positive control. Data are presented as Mean = SEM. Statistical
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Figure 2. 5-LO knockout mice exhibit unaltered anxiety-like behavior in the EPM test. No difference was observed between control and 5-
LO knockout mice as to (A) open arm time, (B) open arm entries or (C) closed arm entries (n=8—12). (D) 5-LO knockout mice show significantly
reduced lipoxin A4 in plasma (n=8-—10). Data are expressed as mean = SEM and statistical analysis was performed by two-tailed or one-tailed

Student'’s t test, respectively. KO: knockout, 5-LO: 5-lipoxygenase enzyme.

doi:10.1371/journal.pone.0085009.g002

administration. The ELISA procedure followed the supplier’s
mstruction and has been previously described, and lipoxin Ay
levels were expressed as ng/mg of wet tissue weight [1].

Statistics

The results were compared by one-way ANOVA using
treatment as independent variable for the multiple doses schedules.
Significant differences have been compared by the Newman-Keuls
post-hoc test. Two-group comparisons have been performed by
Student’s T-test. Statistical significance was set as p<<0.05.

Results

Our first approach was to inject MK-886, which is a 5-LO
activating protein (FLAP) inhibitor, generating an indirect
inhibition of 5-LO. This drug had already been tested in our
previous paper, and a dose of 3 mg/kg was sufficient to inhibit half
of AEA-induced catalepsy [1]. Doses ranging from 3 to 10 mg/kg
also influence mouse behavior in the forced swim test [8].
Therefore, we tried to observe whether pharmacological 5-LO
inhibition in fact reduces circulating lipoxin A4 levels (Fig. 1). In
basal circumstances, one hour after MK-886 (10 mg/kg, ip.)
injection, there was no evidence of reduced plasmatic levels of
lipoxin A4 in the plasma of adult male Swiss mice [t(18)=0.73,

PLOS ONE | www.plosone.org

p=0.47]. On the other hand, when production of lipoxin A4 was
induced by kainic acid administration [p<<0.05 vs control| a
significant prevention of induction by MK-886 was observed in
the hippocampus [t(11)=3.44, p=0.006].

To evaluate the mmpact of 5-LO inhibition on anxiety-like
behavior, we injected MK-886 (3—10 mg/kg, i.p.) in young adult
male Swiss mice and 1 h later they were tested in the EPM test.
There was no effect of MK-886 on open arm time (p = 0.90), open
arm entries (p =0.25), closed arm time (p =0.85), or closed arm
entries (p =0.34) (Table 1).

As information about MK-886 bioavailability in the CNS is
scarce [12] — even though the drug has been shown to act
systemically — we also injected MK-886 via 1.c.v. route, in order to
overcome any putative obstacle in drug absorption. MK-886 was
injected at the maximal possible doses (250-500 pmol/2 ul, i.c.v.)
considering its solubility in DMSO 10% (used as vehicle).
However, once again, there was no effect of MK-886 in the
EPM test (Open arm time: p=0.38; Open arm entries: p = 0.46;
Closed arm time: p = 0.35; Closed arm entries: p = 0.29) (Table 1).
MK-886 was also ineffective in C57BL/6 mice (p>0.05 in all
parameters) (Table 1). A similar approach was tested in the dark-
light box, without any effect of 5-LO inhibitors (MK-886 and
zileuton) (Table S1).
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Figure 3. MK-886 induced anxiogenic-like behavior in 12-month-old Swiss mice in the EPM test. After treatment with MK-886 (10 mg/kg,
i.p.) aged mice displayed a tendency toward reduced (A) open arm time and a significant decrease in the number of (B) entries in open arms, while no
changes were observed in (C) entries in closed arms (n=4). (D) Twelve-month-old mice also show reduced lipoxin A4 levels in plasma compared to
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doi:10.1371/journal.pone.0085009.9003

Mouse behavior in the current EPM setting was sensitive to the
CB1 cannabinoid antagonist AM251, used as a positive control in
the current study. CB1 blockade affected both the time spent
[F(18,2)=5.20; p=10.02] and entries [F(18,2)=10.65; p=10.002]
in open arms, as well as time spent in closed arms [F(18,2) = 8.32;
p=0.003]. Both 1 mg/kg and 3 mg/kg of AM251 caused
anxiogenic-like behavior in the EPM (p<<0.05), while 3 mg/kg
apparently also reduced locomotion (Table 1).

Similarly to what occurred with pharmacological 5-LO
inhibition, genetic deletion of this enzyme did not induce
significant behavioral alteration in the EPM test, as shown
previously by other groups in young adult mice [6,7,8,13]. Adult
female 5-LO KO mice presented a behavioral profile similar to
wild-type controls, at least as far as time spent [t(18)=0.20,
p = 0.84] and entries [t(18) = 0.20, p = 0.84] in open arms and time
spent [t(18)=1.27, p=0.22] and entries [t(18)=0.93, p=10.36] in
closed arms are regarded. Similarly, 5-LO KO mice presented a
tendency towards reduced plasmatic lipoxin A4 levels compared to
controls [t(16) =1.48, p=0.08] (Fig. 2). As already reported in the
literature, basal lipoxin Ay levels are slightly reduced in the 5-LO
KO compared to control animals, but the difference becomes
quite evident when lipoxin A4 synthesis is artificially induced, for
instance, by a pathogen infection [14].

PLOS ONE | www.plosone.org

Curiously, the absence of 5-LO seems to influence anxiety-like
behavior at a later time point during the aging process [14].
Therefore, to confirm this data using a pharmacological approach,
we treated 12-month-old male Swiss mice with the same dose of
MK-886 used in the previous experiments (10 mg/kg, 1.p.). A very
small number of aged animals were available for the experiment
(n=4) but, to our surprise, a single administration of this 5-LO
inhibitor induced a slight anxiogenic-like effect in the EPM. Open
arm entries were reduced [t(6) =2.45, p=0.05] and time spent in
open arms were not significantly different [t(6)=1.2, p=0.27]
(Fig. 3). Importantly, the same behavioral profile was consistent in
the light-dark box, as shown in the supplement (Table S1) (reduced
time in bright side [t(7)=3.32, p=0.01]; increased time in the
dark side [t(7)=3.11, p=0.02] and no changes in transitions
[t(7)=0.57, p=0.59]). Moreover, 12-month old mice showed
reduced lipoxin A4 levels compared to adult controls [t(25)=1.72,
p=0.05].

Although the previous results suggest that endogenous 5-LO
derivatives’ impact on emotionality is age-dependent, we wanted
to know whether exogenous systemic application of lipoxin Ay
would induce an anxiolytic-like effect in the EPM. That is what
would be expected given its recently described enhancement of
AEA potency due to positive allosteric modulation of CBl
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Figure 4. Anxiolytic-like effect of exogenous Lipoxin A, in the EPM test. After a single dose of Lipoxin A, (10 ug/kg, i.p.), adult Swiss mice
showed a significant increase in (A) open arm time. No difference was observed in (B) entries in open arms, (C) time in closed arms or (D) entries in
closed arms. Data are presented as mean = SEM (n=09). Statistical Analysis was performed by ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test.

*p<<0.05 vs vehicle.
doi:10.1371/journal.pone.0085009.g004

receptors [1]. Indeed, lipoxin A4 (1-10 pg/kg, 1.p.) increased time
spent [F(24,2)=4.61; p=0.02] and a trend towards entries
[F(24,2)=2.62; p=0.09] in open arms, without affecting time
spent [F(24,2)=0.96; p=0.39] and entries (F(24,2)=1.25;
p=0.31) in closed arms in the EPM test (Fig. 4).

Discussion

The current set of experiments presents evidence that endog-
enous 5-LO derivatives’ influence on anxiety-like behavior in mice
is age-dependent, although exogenous lipoxin A4 induces anxio-
Iytic-like effects. This is important under the light of a recent
report showing that lipoxin A4 is an endogenous positive allosteric
modulator of CB1 cannabinoid receptors, which enhances the
potency of the endocannabinoid AEA [1]. Since a potential
therapeutic exploitation of AEA signaling has already been
proposed by many authors [4,15,16], this paper suggests that
positive allosteric modulation of CB1 receptors is a valid

PLOS ONE | www.plosone.org

mechanism to achieve this goal, although this modulation might
not be endogenously relevant in physiological circumstances.

In the current study, either pharmacological inhibition or
genetic deletion of 5-LO did not influence anxiety-like behavior in
the EPM in adult animals, although 5-LO inhibition induced an
anxiogenic-like state in aged mice. The 5-LO inhibitor could
prevent induction of lipoxin Ay levels in the brain, but did not
change basal plasmatic levels. As kainic acid induces on demand
endocannabinoid synthesis in the hippocampus [17,18], these
results suggest that lipoxin A, may also be released in a condition
in which increased endocannabinoid levels are observed. Likewise,
5-LO KO presented a tendency towards reduced basal lipoxin Ay
levels, which is consistent with the current literature [14]. Aged
animals displayed reduced lipoxin A, in the plasma and
anxiogenic-like behaviors in the EPM, showing that this molecule
may influence emotionality under age-related conditions.

Two recent papers have studied the effect of genetic deletion of
5-LO on anxiety using the EPM [6,7]. In the first paper, the
authors investigated whether female 5-LO KO (commercially
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available at Jackson Laboratory) expressed behavioral alterations
in this task compared to control mice. One interesting point of this
article is that they tested mice of 3 to 12 months of age. Our results
are in line with their initial observations that 3-month-old KO
mice exhibited a behavioral profile very similar to that of control
mice in the EPM [6]. However, when older female mice were
tested, different results were observed. Both 6 or 9-month-old
female mice displayed an anxiogenic-like profile compared to
control mice, in line with our initial expectations on the outcome
of 5-LO inhibition [6]. In the second paper, the authors
investigated the same issue using FLAP knockout mice from
Jackson Laboratory [7]. Similar to what was observed in 5-LO
KO, FLAP KO mice displayed “normal” behavior in the EPM at
the age of 3 months, but displayed increased anxiety-like behavior
with age (statistically significant at 12 months of age). This
behavior alteration was accompanied by reduced locomotion in
the EPM, but not by alterations in spontaneous alternation task in
the Y-maze [7]. Remarkably, Uz et al have reported results in an
opposite direction: at the age of 2-3 months, male 5-LO KO mice
showed reduced anxiety in the EPM and marble burying tests,
without alterations in locomotor activity or spontaneous alterna-
tion in the T-maze [13]. The difference between these studies
certainly deserves careful examination. While the KOs used by
Joshi and Pratico were generated on a C57BL/6 background (and
therefore C57BL/6 mice were used as controls), Uz et al used
KO mice generated on a hybrid background, an F2 generation of
B6/129 mice as controls. In the former, there was no difference
between C57BL/6 mice and KOs in the EPM, while an
unexpected anxiolytic effect was reported in the latter. However,
in the same paper, Uz et al showed that their control mice
displayed behavioral differences when compared to C57BL/6 and
129P3 parental strains [13]. This effect supports the notion that
the interpretation of results is potentially flawed by a floor effect,
since the B6129SF2 mice shows a marked anxiogenic-like profile.
The strain background issue is one of the reasons why we prefer to
use outbred mouse strains to perform pharmacological research.
We believe that any drug potentially intended for translational
research must at least induce an effect higher than the “natural”
variance observed in a heterogeneous population. Of course, it is
not possible, nor acceptable, to use outbred mice as controls for
knockout strains.

All in all, our negative findings on 5-LO modulation and
anxiety-like behaviors are in line with most - if not all - data
available on young adult mice carrying genetic ablation of 5-
LO-related genes. An overall analysis of these data may suggest
that 5-LO derivatives are important for anxiety modulation only
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under specific circumstances, such as gender (e.g. only important
in females), during specific phases of development (e.g. aging) or
pathological states. That would explain why we could not observe
any effect of pharmacological 5-L.O inhibition using healthy adult
male mice, but succeeded to do so using 12 month-old Swiss mice.
This 1s a relevant finding, as it was not previously clear whether the
anxiogenic-like effect observed in aged 5-LLO KO mice was due to
the age in which the behavioral tests were performed or to the
cumulative effects of the gene knockout over a long period of time.
One limitation of our study is that drug treatment was not
chronic/repeated, which might yield a more potent 5-LO
inhibition and then influence behavior. However, data from the
5-LO KO mice further support data from our pharmacological
approach.

Our results suggest that this may be related to a time point in
the aging process where lipoxin Ay is naturally reduced. There is
evidence of a similar age-related reduction in lipoxin A4 levels in
humans (Gangemi et al, 2005). In this sense, it would be
interesting to explore the potential application of lipoxin A4 (or
derived synthetic molecules) as replacement therapy in aged
individuals. This paper shows that, at least as far as anxiety-like
behaviors are regarded; using exogenous lipoxin stable analogs
might be a useful strategy to reduce anxiety-like behaviors.
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Table S1. In the Light-Dark Box task, MK-886 treatment induces anxiogenic-like behavior in aged mice, but not in 3-month-old nor in 5-LO knockout mice.

Mouse strain, age (n) Treatment/Statistics Time in bright side [Time in dark side Transitions
Swiss, 3 months (8-9) \Vehicle i.p. 20.6 + 2.8 62.9+35 11.4+1.9

MK-886 3mg/Kg i.p. 30.1+3.5 54.2+4.3 16.1+1.8

MK-886 10mg/Kg i.p. 23.5+27 60.9 £ 2.2 16.7+ 2.2

ANOVA F(2,23)=0.19, p=0.82 |F(2,21)=1.67, p=0.21 |F(2,21)=0.48, p=0.63
Swiss, 3 months (7-9) \Vehicle i.p. 113.0+8.1 150.6 + 10.6 13.4+1.4

MK-886 250pmol/2uli.c.v. [109.8 + 10.1 155.0+11.1 144+ 2.6

MK-886 500pmol/2uli.c.v. [126.7 £ 8.7 128.9+10.4 11.8+1.8

ANOVA F(2,21)=1.00, p=0.38 |F(2,21)=1.67, p=0.21 |F(2,21)=0.48, p=0.63
Swiss, 3 months (9-10) \Vehicle p.o. 142.8 £ 6.8 157.2 £ 6.8 140+ 1.1

Zileuton 40mg/Kg p.o. 126.0 + 19.7 174.0 + 19.7 12.4+1.8

[Two-tailed Student’s t test [t(17)=0.83, p=0.41 t(17)=0.83, p=0.41 t(17)=0.75, p=0.46
Swiss, 12 months (4-5) \Vehicle i.p. 61.5+ 4.6 21.6+4.4 6.4+ 2.6

MK-886 10mg/Kg i.p. 34.1+7.3* 48.8 + 8.1* 15.8+ 4.0

Two-tailed Student’s t test [((7)=3.33, p=0.01 t(7)=3.11,p=0.02 t(7)=0.57, p=0.59
5-LO KO, 3 months (8-12) |Control 65.6 £ 9.8 163.3+11.0 149+ 2.3

5-LO KO 85.7+5.4 177.8+7.0 16.2+1.4

[Two-tailed Student’s t test [t(18)=1.94, p=0.07 t(18)=1.17, p=0.25 t(18)=0.50, p=0.62

After treatment with 5-LO inhibitors (MK-886 or Zileuton), adult (3 months) or aged (12 months) mice were tested in the Light-Dark box task. Three-
month-old mice did not show altered anxiety-like behavior in response to either treatment, whereas 12-month-old mice displayed an anxiogenic-like
behavior, as measured by reduced time spent in bright side and increased time spent in dark side. Adult 5-LO knockout mice (5-LO KO) did not show any
difference in anxiety-like behavior compared to control mice. Data are presented as Mean = SEM. *p<0.05 vs vehicle.



4.1.2 Consumo de agua e alimento

A fim de observar se a reducdo nos niveis de LXA,; enddgena tem efeito
sobre a regulacdo hipotalamica do consumo de agua e alimento, a qual € modulada

pelo sistema eCB, nos avaliamos o peso corporal e a taxa de consumo de racdo e agua

+/+

em camundongos 5-LO™ e 5-LO
/

(Figura 4.1). O peso corporal de camundongos 5-LO
" e 5-LO"* adultos foi aferido em apenas um evento. O consumo de agua e alimento foi
medido durante um periodo de cinco dias para o calculo da taxa de consumo por dia
para cada animal. Nao foi encontrada nenhuma alteragdo de peso ou diferenca no

+/+

consumo de alimento e agua nos animais 5-LO”" comparado aos animais 5-LO"". N&o
foi possivel descartar a possibilidade de a LXA4 ou outros derivados da 5-LO estarem
envolvidos na regulacdo hipotalamica da alimentacdo e consumo de &gua em outras
situagcbes comportamentais, como estresse ou privacdo de alimento. No entanto, a
influéncia da LXA, sobre situac@es fisioldégicas é o que estava contido no escopo deste

guestionamento.
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Figura 4.1 Reducao dos niveis endégenos de LXA, e outros derivados da 5-LO n&o influencia
peso corporal ou consumo de agua e alimento. (A) Nao houve alteracdo no peso corporal de
camundongos 5-LO" (p=0,76; n=26-30), assim como (B) na taxa diaria de consumo de alimento
(p=0,16; n=8) e (C) de agua (p=0,79; n=8). Dados expressos como média + erro padrdo e
andlise estatistica realizada por teste t ndo pareado.

4.1.3 Locomocao

Camundongos 5-LO" e 5-LO"* foram avaliados no teste de campo
aberto para avaliagcdo do papel da LXA4; na locomocéo. Nao foi encontrada alteracéo
significativa na locomocdo dos camundongos 5-LO” quando comparado aos seus

+/+

controles 5-LO™" (Figura 4.2). Ainda, uma avaliacao para ansiedade no teste de campo
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aberto foi realizada utilizando os parametros de tempo em exploracdo no centro da
arena e na periferia. Corroborando 0s nossos resultados anteriores nos testes de
labirinto em cruz elevado e caixa claro-escuro, ndo observamos nenhuma diferenca no
comportamento de ansiedade de animais 5-LO” adultos jovens no teste de campo
aberto (Figura 4.2C-D). Logo, ndo detectamos qualquer influéncia da LXA,; endbégena
sobre o comportamento motor. Nao foi possivel distinguir se este fendtipo e o
observado para o consumo de agua e alimento sdo produtos de uma adaptacdo a
privacdo cronica de LXA, durante o desenvolvimento, o que ja foi descrito para outros
animais com delecdo genética. Ainda assim, esses dados fornecem evidéncias de que
0 consumo de agua e alimento e o comportamento motor ndo sao influenciados pela
disponibilidade enddgena de LXA,. Se isso pode ser devido a producdo escassa de
LXA, ou inabilidade de potencializar a sinalizacdo por CB1 através da AEA nos sitios
cerebrais responsaveis pela regulacdo desses tipos de comportamento ainda precisa
ser determinado. O efeito da administracdo exdgena de LXA,; sobre esses
comportamentos ainda n&o foi abordado. E possivel que, como demonstramos no
comportamento de ansiedade, este eicosanoide sO6 impacte o consumo de agua e
alimento e a locomocdo sobre condicbes especificas, como envelhecimento e

administrac@o exégena.
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Figura 4.2 Reducao de LXA, e outros derivados da 5-LO n&do tem impacto sobre locomogéo ou
ansiedade no teste de campo aberto. (A) Nao houve alteracdo significativa da distancia total
percorrida (p=0,20; n=8-12), nem (B) da velocidade média dos camundongos 5-LO" em relacao
aos animais controle (p=0,21; n=8-12). (C) Nenhuma diferenca significativa no tempo no centro
da arena (p=0,50; n=8-12). (D) Nenhuma diferenca entre os genétipos no tempo explorando a
perifera da arena (p=0,50; n=8-12). Dados apresentados como média + erro padrdo. Analise
estatistica realizada por teste t ndo pareado.

4.1.4 Nocicepcao

Considerando a notoriedade do sistema eCB na promoc¢ao de analgesia (39-
41), n6s avaliamos se a reducdo dos niveis enddégenos de LXA, por delecéo génica da
enzima 5-LO tem efeito sobre a regulacdo da nocicep¢cdo. Camundongos 5-LO™ foram
submetidos ao teste de sensibilidade ao choque. Uma sucessao de choques elétricos
em incrementos de 0,1 mA e em intervalos de 20 s foram gerados por um gerador de
choque e administrados por uma grade de metal no piso do aparato. O primeiro limiar
de dor foi registrado quando o animal apresentou um comportamento de agitacao

(flinching). O segundo limiar foi definido como um salto com remocédo das 4 patas da
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grade e vocalizagdo (jumping). Foi observado que os animais 5-LO"" apresentaram
reducdo de ambos os limiares de nocicepcao avaliados neste estudo (Figura 4.3). A
resposta de flinching é o primeiro comportamento observado que demonstra que o
animal sentiu o estimulo e corresponde ao limiar de sensibilidade a dor. A resposta de
jumping ocorre com o0 aumento do estimulo e é estritamente dependente da intensidade
do choque, representando o limiar de tolerancia & dor. Portanto, animais 5-LO™

apresentam um aumento na sensibilidade e uma reducao na tolerancia a dor.
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Figura 4.3 Redugdo de LXA, e outros derivados da 5-LO causa diminuigdo dos limiares de
nocicepcdo. (A) Animais 5-LO” apresentam reducéio na intensidade de estimulo necessaria
para desencadear flinching (p=0,04; n=10). (B) Também foi possivel observar reducédo da
intensidade de choque necessaria para desencadear jumping (p=0,001; n=10). Dados sao
expressos como média + erro padrdo. Analise estatistica realizada por teste t ndo pareado.
*p<0,05 **p<0.01

O efeito anti-nociceptivo da LXA,; ja foi demonstrado em modelos de dor
induzida por inflamacdo (163, 166). Contudo, esses estudos focaram no papel anti-
inflamatério da LXA, agindo em receptores ALX. O papel do sistema eCB na modulacao
da dor € bem documentado (39-41), portanto a acdo deste eicosanoide em receptores
CB1 também deve ser considerando na investigagdo de seus efeitos na percepcao de
dor. A relevancia da LXA, endbégena na nocicepcdo em condicdes fisioldégicas ainda néo
havia sido avaliada. Nossos resultados apontam para a importancia dos derivados da 5-
LO na sensibilidade e tolerancia a dor. Devido a interagdo com receptores CB1, a LXA4

€ a candidata mais provavel para mediar esse efeito antinociceptivo.
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4.1.5 Memoérias aversivas

Para investigar o papel da LXA, em processos de memodrias aversivas
regulados pelo sistema eCB, decidimos avaliar o comportamento de camundongos 5-
LO™ no teste de esquiva inibitéria. Quando o teste de retencéo foi realizado 24 horas
apo0s o condicionamento, os animais ndo apresentaram diferenca significativa na
laténcia para descer da plataforma (Figura 4.4B). Por outro lado, na avaliagdo de
memoria de curto prazo, em que um intervalo de 30 minutos foi utilizado entre as
sessdes de condicionamento e teste, os camundongos 5-LO” apresentaram laténcia
reduzida, o que sugere a presenca de dano cognitivo em memoria de curto prazo
(Figura 4.4A).
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Figura 4.4 Reducdo de LXA, e outros derivados da 5-LO causa disfuncdo cognitiva. (A)
Reduc&o do tempo de laténcia em camundongos 5-LO" quando o teste foi realizado 30 minutos
apés o condicionamento (p=0,01; n=7-11). (B) Nenhuma diferenca entre os genotipos na
laténcia para descer da plataforma quando o teste foi realizado 24 horas apdés o
condicionamento (p=0,40; n=8). Dados expressos como média + erro padrdo. Andlise estatistica
feita por teste t ndo pareado. *p<0,05

No intento de elucidar a natureza do fen6tipo observado, nés obtivemos uma
curva de aprendizado dos animais 5-LO™. Neste caso, 0os camundongos receberam um
choque elétrico a cada descida da plataforma até que a laténcia para descer atingisse o
criterio de 180 s. O numero de tentativas necessarias para atingir o critério foi
significativamente maior em 5-LO™ do que em 5-LO**, indicando uma dificuldade de

aprendizado. Corroborando os resultados anteriores, o teste de memoria apés 24 horas
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demonstrou uma retencéo similar entre os dois genotipos (Figura 4.5). Esses resultados
indicam que a reducédo dos niveis de LXA, enddgena provoca uma disfungdo cognitiva
que abrange somente memoria de curto prazo. Além disso, levando em conta 0s
resultados obtidos no teste de nocicepgédo, os camundongos 5-LO”" apresentam maior
sensibilidade ao choque, 0 que significa que sua resposta ao teste deveria ser mais
pronunciada, ou seja, apresentar maior laténcia, quando se usa a mesma intensidade
de choque para ambos 0s grupos. Isto corrobora 0os nossos dados e indica que este

resultado pode estar sendo subestimado.
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Figura 4.5 Curva de aprendizado de animais 5-LO™. (A) Laténcia para descer da plataforma em
todas as tentativas até o critério de 180s (p=0,0003). (B) Camundongos 5-LO” precisam de um
namero significativamente maior de tentativas para atingir o critério (p=0,03; n=13-23). (C) Teste
de retengdo apds 24 horas ndo mostrou diferenca entre os gendtipos (p=0,86; n=13-23). A
comparagdo entre todas as tentativas foi realizada entre os tempo de laténcia do mesmo
animal. Dados apresentados como média + erro padrédo. Analise estatistica por ANOVA de uma
via com poés-teste de Dunnett ou teste t ndo pareado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Outro processo de memoaria influenciado pelo sistema eCB € a extincdo de
mem©arias aversivas, que é facilitada por agonistas canabindides (61, 62). Logo, foi de
nosso interesse analisar a extincdo de memérias aversivas nos camundongos 5-LO™ a
fim de investigar o papel da LXA4 nesse processo. Os animais foram treinados no teste
de esquiva inibitéria com choque de alta intensidade (1 mA por 2 s) para assegurar que
todos os animais estivessem adequadamente condicionados a tarefa. Doze dias apds o
condicionamento, os animais foram expostos a tarefa nhovamente em quatro eventos,

+/+

porém na auséncia de choque. Os animais 5-LO™" reduziram o tempo de laténcia para
descer da plataforma a partir da segunda exposicdo, enquanto os 5-LO” nao foram
capazes de reduzir significativamente o tempo de laténcia em nenhuma das quatro
exposicbes (Figura 4.6). Esses resultados indicam um possivel papel da LXA; na
extincdo de memorias aversivas, provavelmente através de sua acdo em receptores

CB1, embora ndo tenhamos evidéncias experimentais que confirmem essa hipoétese.
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Figura 4.6 Disfuncdo na extingdo de meméria em camundongos 5-LO” adultos. (A) Ap6s o
condicionamento com choque de alta intensidade, todos os animais apresentaram tempo de
laténcia semelhante (p=0,38; n=10). (B) Teste de extingdo em quatro exposi¢bes diarias;
animais 5-LO"* apresentaram reducéio do tempo de laténcia de 13 a 15 dias (p<0,0001; n=10),
porém 5-LO™ n&o tiveram sucesso na extingdo de memoéria (p>0,05; n=10). Dados exibidos
como média + erro padrdo. Analise estatistica realizada por teste t ndo pareado ou ANOVA de
duas vias com pos-teste de Bonferroni, respectivamente.

Os camundongos 5-LO” apresentaram uma disfuncdo tanto em meméria de
curto prazo como na extingdo de memoria. Ambas essas fun¢des sdo moduladas pelo
sistema eCB. J& foi demonstrado que a inibicdo da degradacdo de AEA facilita a

aguisicdo de memoria (69, 70). Da mesma forma, infusdo intrahipocampal de AM251,
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um antagonista do receptor CB1, tem um efeito amnésico (53, 54). Ainda, a sinalizacao
por receptores CB1 facilita a extingdo de memdrias aversivas (57). O aprendizado de
memdarias aversivas e a sua extingdo sdo processos que compartiiham muitas
semelhancas. A extincdo €, na verdade, considerada uma forma de aprendizado, em
gue um novo traco de memdaria conflitante inibe a expressdo do anterior, causando
reducdo da expressdo de medo (74). De fato, a aquisicdo e a extincdo de memdria
podem ativar as mesmas vias de sinalizacdo, uma vez que ambos esses processos
induzem o influxo de Ca®" por receptores NMDA ou canais de Ca®" do tipo L e ativam a
via da PI3K/Akt (165). Além de regular a liberacdo de glutamato de forma direta em
sinapses glutamatérgicas e indireta em sinapses GABAérgicas de interneur6nios
inibitérios no hipocampo (15), a sinalizagédo por CB1 também é capaz de ativar a via de
sinalizacdo da PI3K/Akt (166). Portanto, € possivel que o receptor CB1 participe da
facilitacdo do aprendizado por meio desses mecanismos. Os resultados que
observamos para memoria de curto prazo e extincdo de memoéria podem estar
conectados, representando um dano cognitivo relacionado ao aprendizado, no qual ha
envolvimento de derivados da 5-LO. NOs propomos que a LXA,; potencializa a
sinalizacdo da AEA em receptores CB1, exercendo uma modulacdo refinada e

possivelmente localizada da atividade sinaptica que atua facilitando o aprendizado.
4.1.5 Expresséo do receptor CB1 em camundongos 5-LO™

A exposicao crbnica a niveis muito baixos de um agonista durante o
desenvolvimento pode gerar alteracbes na expressédo do seu receptor. Tendo este fato
em vista, decidimos avaliar se a delecdo genética da 5-LO, consequentemente
reduzindo os niveis de LXA,, pode alterar o conteddo de receptores CB1 no SNC.
Sendo confirmada, esta alteracdo poderia sustentar as diferencas comportamentais e
cognitivas observadas. Portanto, a expressdo de receptores CB1 foi avaliada em
diferentes regides do cérebro de camundongos 5-LO” por métodos de bioquimica.
Amostras de hipocampo, cortex e cerebelo foram obtidas e processadas para ensaio de
WB. Nenhuma alteracéo significativa no conteado de CB1 foi observada entre animais

5-LO** e 5-LO™ em qualquer das regibes cerebrais analisadas (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Expressdo de CB1 no cérebro de camundongos 5-LO" avaliada por WB. (A)
Contetido de CB1 no hipocampo inalterado entre os genétipos (p=0,88; n=6). (B) Auséncia de
alteracdo na expressdo de CB1 no cértex de animais 5-LO™ (p=0,44; n=7). (C) Nenhuma
alteracdo no contetido de CB1 no cerebelo de 5-LO™ (p=0,78; n=8). Dados apresentados como
média * erro padrdo. Analise estatistica por teste t ndo pareado.

Para confirmar os dados obtidos na técnica de WB, utilizamos outro método
para avaliar a expressdo de CB1 no cérebro de animais 5-LO”". Secdes do cérebro de
5-LO" abrangendo a regido do hipocampo foram avaliadas por imunohistoquimica
(Figura 4.8). As regides CA1 e CA3 do hipocampo foram analisadas. A quantificagédo da
densitometria optica foi realizada nas imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia
nas regides descritas em que se obtém a mais alta deteccdo de receptores CB1 no
hipocampo, stratum pyramidale e stratum radiatum (162). Nao foi possivel detectar
qualquer variacdo na marcacéo de CB1 na regidao CAl ou na regidao CA3 do hipocampo
entre animais 5-LO” e 5-LO"*. Esses dados indicam que as alteracdes
comportamentais em funcbes reguladas pelo sistema eCB encontradas em
camundongos 5-LO™ ndo podem ser explicadas por aumento ou reducéo do contetido
de receptores CB1 e, portanto, deve ser produto da auséncia de um ou mais dos
eicosanoides derivados da 5-LO. No entanto, devido ao método utilizado nao foi
possivel realizar uma comparacdo entre a expressdo do receptor em diferentes
compartimentos subcelulares. Seria interessante estabelecer se uma maior proporcao
de receptores encontra-se na membrana, regulando o potencial de membrana e a
liberacdo de neurotransmissores, em mitocéndrias, regulando a respiracao mitocondrial,

ou no interior das células e inativo.
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Figura 4.8 Expressdo de CB1 no hipocampo de camundongos 5-LO” analisada por
imunohistoquimica. (A-D) Contetido de CB1 no hipocampo de animais 5-LO™* em regi&o (A-B)
CA1l e (CD) CA3. (E-H) Contetido de CB1 no hipocampo de animais 5-LO" em regibes (E-F)
CA1l e (G-H) CA3. (I) Nenhuma alteragédo na expressao de CB1 entre 0s gendtipos no stratum
pyramidale da regido CA1 (p=0,35; n=5). (J) Nenhuma alteragdo na expressao de CB1 entre os
gendtipos no stratum radiatum da regido CAl (p=0,55; n=5). (K) Nenhuma alteracdo na
expressdo de CB1 entre os genoétipos no stratum pyramidale da regido CA3 (p=0,31; n=5). (L)
Nenhuma alteracdo na expressdo de CB1 entre os gendtipos no stratum radiatum da regido
CA3 (p=0,95; n=5). Dados expressos como média + erro padrdo. Analise estatistica por teste t
nao pareado.



4.2 LXA,4 e aprendizado em animais idosos

O estudo do declinio cognitivo que ocorre com o envelhecimento € até hoje
extensivamente abordado, especialmente no que diz respeito a neurodegeneracao.
Este processo € associado, dentre outros fatores, ao aumento na expresséo de 5-LO no
cérebro de individuos idosos (167). No cérebro de camundongos ja foi demonstrado
que a expressao de 5-LO aumenta de forma especifica no hipocampo durante o
envelhecimento (168), estrutura altamente relacionada aos processos de memoria.
Acredita-se que isso ocorra devido a alteragdes hormonais, especificamente o aumento
da liberacdo de glicocorticoides e reducao na liberacdo de melatonina, que influenciam
o promotor do gene responsavel pela expressao de 5-LO (169). No entanto, os estudos
até agora tiveram como foco a influéncia da producdo de leucotrienos. O estado da
produgéo de LXA; no envelhecimento ainda n&o foi abordado, nem seu papel sobre o
declinio cognitivo em individuos idosos.

A fim de responder a esse questionamento, camundongos Swiss Webster
idosos, de 12 meses, foram utilizados neste estudo. Nés investigamos a memoéria de
curto prazo desses animais na tarefa de esquiva inibitéria. O teste foi realizado 30
minutos apds o condicionamento. Quando comparado a camundongos jovens, de 3
meses, 0S animais idosos apresentaram uma reducdo na laténcia para descer da
plataforma (Figura 4.9G). Em seguida, investigamos a producao de LXA, e de CysLTs
no plasma e no cérebro de animais jovens e idosos. Apesar de apresentarem um
aumento na expressao de 5-LO (168), camundongos idosos tém uma reducdo na
producdo de LXA,; e um aumento na producédo de CysLTs, culminando numa alteracao
da razéo entre LXA, e CysLTs (Figura 4.9A-F).
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Figura 4.9 Animais Swiss Webster idosos (12 meses) tém reducdo da razdo LXA,/CysLTs
acompanhada de disfuncéo cognitiva. (A) Niveis plasmaticos de LXA, estdo reduzidos em
animais idosos (p=0,048; n=12-15). (B) Niveis plasméticos de CysLTs estdo aumentados em
animais idosos (p=0,008; n=12-15). (C) Reducdo na razdo LXA,CysLTs em animais de 12
meses (p=0,02; n=12-15). (D) Niveis de LXA, no cérebro estdo reduzidos em animais idosos
(p<0,0001; n=7-15). (E) Niveis de CysLTs no cérebro estdo reduzidos em animais idosos
(p=0,0001; n=7-15). (F) Reducédo da razdo LXA,/CysLT no cérebro de animais de 12 meses
(p<0,0001; n=7-15). (G) Dano cognitivo em memo©éria de curto prazo (30 minutos) em animais de
12 meses (p<0,0001; n=20-15). Dados apresentados como média * erro padrdo. Analise
estatistica realizada por teste t ndo pareado. *p<0,05; ***p<0,001
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Esses resultados demonstram que no envelhecimento existe um desequilibrio na
produgdo de eicosanoides provenientes do metabolismo da 5-LO, favorecendo a
liberacdo de CysLTs em detrimento da LXA,. Ainda, essa alteracdo é acompanhada
pelo desenvolvimento de disfuncdo cognitiva em memoéria de curto prazo, similar ao
observado em animais 5-LO™". Se a limitacdo na disponibilidade de LXA, tem um efeito
direto sobre o aprendizado ou se o tratamento com LXA,; exdgena seria capaz de
beneficiar a fungdo cognitiva nos animais idosos ainda esta sujeito a questionamento.
No entanto, os dados aqui apresentados mostram outro modelo em que a reducéo de
LXA, esta relacionada a disfuncdo cognitiva, fornecendo evidéncias que corroboram

nossa hipétese de que a LXA, enddgena esta envolvida em processos de aprendizado.
4.3 Neuroinflamagéo e dano cognitivo

4.3.1 Efeito da LXA,; sobre a producédo de citocinas pré-inflamatérias em

modelo de sepse por injecao de LPS

O processo de inflamacéo sistémica provocada por LPS induz a producao de
uma série de citocinas pré-inflamatérias, entre elas IL-1B e IL-6 (110). Estas citocinas
sdo fortemente relacionadas com a inducdo de dano cognitivo (104-107), portanto a
analise de sua producédo apoOs o tratamento com LXA, pode auxiliar na previsao do
efeito desta sobre o dano cognitivo. De fato, ja foi demonstrado que a LXA, € capaz de
reduzir a expressao de TNFa, IL-18 e IL-6 em modelo de lesdo cerebral traumatica
(136). Para analisar se também ocorre reducdo dessas citocinas mediante tratamento
com LXA, em nosso modelo de inflamacéo sistémica, a producéo de IL-13 e IL-6 foram
quantificadas por ELISA no plasma e cérebro de camundongos 4h apds injegéo i.p. de
LPS. Ja foi mostrado que nesse periodo temporal ha aumento significativo da producao
de citocinas pré-inflamatérias tanto no plasma como no cérebro de camundongos (110).
Observamos que o tratamento com LXA,4 (1 pmol/2ul icv) uma hora apés a injecdo de
LPS 0,3 mg/kg i.p. foi capaz de reduzir o aumento da producdo de IL-6 e IL-1B no
plasma e no cérebro de camundongos (Figura 4.10). Levando em conta o envolvimento
dessas citocinas na produgéo de dano cognitivo (104-107), esses dados apontam para
um potencial da LXA, também na prevencdo do dano cognitivo presente no modelo de

sepse por injecéo de LPS.
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Figura 4.10 Supresséo da producédo de IL-6 e IL-1B induzida por LPS ap0s tratamento com
LXA,. Quantificacdo por ELISA de IL-6 e IL-1f no plasma (A e B) e cérebro (C e D) de
camundongos 4h apoés inducéo de inflamacgéo por LPS (n=4-5). Dados expressos como média
+ erro padrdo. Andlise estatistica realizada por ANOVA de uma via com pés-teste de Newman-
Keuls. C: controle. *p<0,001 vs controle; *p<0,05 vs LPS + controle; ***p<0,001 vs LPS +
controle.

No entanto, o mecanismo de acdo da LXA, neste caso ainda precisa ser
elucidado. Apesar de o efeito ter sido observado tanto no SNC como na periferia, ainda
ndo é claro se foi mediado por sinalizacdo em receptores CB1 ou receptores ALX. O
tratamento com antagonistas especificos desses dois receptores em animais que
receberam a aplicacdo de LXA, pode esclarecer essa questdo. Além disso, o
mecanismo que leva o tratamento local com LXA, icv, ou seja, diretamente no SNC, a
afetar os niveis de citocinas no plasma ainda néao é claro. A dose administrada por via
icv € muito mais baixa do que a dose administrada por via ip e provavelmente o

extravasamento para a periferia da LXA, injetada, se este ocorre, culmina em niveis
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séricos negligenciaveis. Portanto, € improvavel que o tratamento com LXA, icv seja
diretamente responsavel pelo efeito anti-inflamatério sistémico. Outra alternativa que
pode explicar os dados obtidos seria a acdo da LXA, sobre a via anti-inflamatoria
colinérgica. Através desta, drogas administradas por via icv em baixas doses podem
gerar um efeito anti-inflamatério indireto (170). Estimulos elétricos ou farmacolégicos
podem ativar o nervo vago, que envia sinais dependentes da acdo de receptores
colinérgicos até seus alvos neurais. Este sinal é propagado, provavelmente por via ndo
neural até o bago, suprimindo a produgcdo de TNFa por macrofagos (170). Nao ha
estudos na literatura que investiguem o envolvimento do sistema eCB, do receptor ALX
ou da LXA4 na via anti-inflamatéria colinérgica, porém a acao do tratamento com LXA,
icv sobre a producdo sistémica de citocinas inflamatdrias pode ser explicado por

estimulo desta via.

4.3.2 Efeito da LXA4 no dano cognitivo em modelo de sepse por injecao de
LPS

Para caracterizar o dano cognitivo presente no nosso modelo de sepse por
injecdo sistémica aguda de LPS, estabelecemos como objetivo inicial investigar o
impacto da inflamacdo em diferentes fases dos processos de memoria. Apos a
aguisicdo da memodria, esta se encontra em um estado labil enquanto passa por um
processo de consolidagcdo, que ocorre em até 24 h apds o estimulo (171). Quando o
estimulo € apresentado novamente, o individuo deve se lembrar do que aprendeu
previamente sobre aquele estimulo, este processo é chamado de reativacdo ou
evocacao de memoria (171).

O teste comportamental de condicionamento aversivo contextual foi utilizado
como instrumento para avaliar essas fases da memaria. A fim de observar o efeito da
inflamacdo sobre o processo de consolidacdo, camundongos Swiss Webster adultos
jovens receberam uma injecdo i.p. de LPS imediatamente ap0s o condicionamento em
doses diversas (0,3 mg/kg, 1 mg/kg ou 3 mg/kg). ApGs sete dias, os animais foram
testados por reexposicdo a caixa de condicionamento e o tempo de congelamento,
expresso por periodos de imobilidade, foi contabilizado (Figura 4.11). Observamos que
as trés doses de LPS testadas produziram uma reducdo significativa no tempo de

congelamento. Dessa forma, € possivel constatar que uma dose de 0,3 mg/kg ja é
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capaz de induzir prejuizo na consolidacdo de memdria, portanto essa dose foi utilizada

nos demais experimentos conduzidos.

Consolidacdo de Memoria
100

0
@ 804
S
c  60- **
() *%*
**
§ T
T 40-
o
c
8 20-
C T L]
Controle 0,3 1 3
LPS (mg/Kg)

Figura 4.11 Consolidacdo de memoéria em modelo de sepse por injecdo de LPS. Tempo de
congelamento em segundos contabilizado como parametro da retencdo de memaria. Os dados
sao expressos como média + erro padrao. Andlise estatistica por ANOVA de uma via com pos-
teste de Newman-Keuls (**p<0,01 vs. Controle; n=10).

Em seguida, analisamos a evocacdo de memdrias ja consolidadas no
modelo de sepse por injecdo aguda de LPS em baixa dose (0,3 mg/kg). Os
camundongos foram submetidos ao teste comportamental de condicionamento aversivo
contextual e receberam uma injecdo de LPS somente 24 h apds o condicionamento, ou
seja, apos a memoria ja ter se consolidado. O teste foi realizado sete dias apds o
condicionamento e o tempo de congelamento foi registrado como indice de memaria
(Figura 4.12). Nao foi encontrada diferenca significativa na resposta de medo entre o
grupo de animais que recebeu LPS e o que recebeu somente veiculo. Estes resultados
indicam que, no nosso modelo, a neuroinflamagéao néo tem efeito sobre a evocacao de
memoria, perturbando somente a fase de consolidacdo. E possivel que doses mais
altas de LPS — de até 10 mg/kg, por exemplo — impactem também a evocacdo de
memoria (172), no entanto essa avaliacdo esta fora do escopo deste estudo, que foi
identificar o dano cognitivo decorrente da administracdo de baixas doses de LPS. Uma
das justificativas para o uso de baixas doses € a intencdo de observar os efeitos da
neuroinflamacdo sem que os animais apresentem comportamentos tipicos de animais
doentes (sickness behavior), como acontece somente na fase aguda de uma doenca
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inflamatoria generalizada. Nosso objetivo foi mimetizar as perturbacfes cognitivas de
origem inflamatoéria que sucedem a sepse em sua fase mais tardia. A caracterizacéo
dos processos de memoria afetados em nosso modelo de sepse serviu como base para
avaliar o possivel efeito do tratamento com LXA; na reversdo dessas alteracdes

comportamentais.
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Figura 4.12 Evocacao de memorias ja consolidadas em modelo de sepse por injecdo de LPS
(0,3 mg/kg i.p.). Tempo de congelamento em segundos contabilizado como parametro da
evocacgdo de memoria. Dados apresentados como média + erro padrdo. Analise estatistica por
teste t ndo pareado (p=0,22; n=9-10).

A administracdo de LXA,; (1 pmol/2ul icv) uma hora apés estimulo com LPS
reduziu a producéo de citocinas pré-inflamatorias no SNC e na periferia. Portanto, nos
avaliamos se o0 mesmo protocolo de tratamento seria capaz de prevenir o dano em
consolidacdo de memoria observado com uma dose de LPS (0,3 mg/kg i.p.)
administrada apds o condicionamento. A infusdo de LXA4 no cérebro de camundongos
na auséncia de estimulo inflamatério ndo alterou a consolidacdo de meméria. Ainda,
obtivemos sucesso em resgatar a niveis proximos do controle a expressado da resposta
de medo em animais com inflamacéo sistémica induzida por LPS, mediante tratamento
com LXA, (Figura 4.13). A partir deste dado, formulamos a hipétese de que a LXA, age
sobre receptores ALX para promover resolucdo da inflamacéo e sobre receptores CB1
para induzir neuroprotecéo, inibindo, dessa forma, o desenvolvimento de dano cognitivo
em modelos de sepse. O quanto esse efeito é dependente de ALX ou de CB1
permanece em aberto e podera ser abordado através de pré-tratamento com baixas
doses de antagonistas especificos para ambos receptores. Nao obstante, esses dados

corroboram nossos resultados anteriores ao demonstrar mais uma evidéncia do efeito

59



benéfico da LXA; em processos de formacdo de memodria, além de revelar o seu

potencial no tratamento da EAS e na prevengao do dano cognitivo que a acompanha.
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Figura 4.13 Tratamento com LXA, recupera dano cognitivo apoés inje¢do de LPS. Inducgéo de
inflamacéo sistémica por LPS apds condicionamento reduz a consolidacdo de memadria no teste
de condicionamento aversivo contextual. Esse efeito é bloqueado pelo tratamento com LXA,
(1pmol/2ul icv) uma hora apos injecédo de LPS (0,3mg/kg i.p.) (n=7-11). Dados expressos como
média + erro padrao. Andlise estatistica realizada por ANOVA de uma via com pds-teste de
Newman-Keuls. *p<0,05 vs controle; “p<0,05 vs controle + LPS.

60



5. Conclusdes

Este estudo fornece novas evidéncias que apoiam a participagdo da LXA,
enddgena em uma série de comportamentos regulados pelo sistema eCB. Em sintese,
a LXA, tem um efeito ansiolitico relevante principalmente durante o envelhecimento,
efeito antinociceptivo e na facilitacdo do aprendizado de memoarias aversivas. A terapia
com canabindides j& foi proposta para pacientes com transtornos de ansiedade (173) e
para alivio da dor (174). Levando em conta o poder da LXA, na promocédo de efeito
ansiolitico e antinociceptivo, é possivel que esta seja também benéfica para o
tratamento de transtornos de ansiedade e de alivio da dor. O impacto da LXA; em
memoéria e aprendizado também pode ter aplicacdo clinica em tratamentos que
envolvem a extingdo de memorias aversivas em alguns transtornos de ansiedade, como
no caso da terapia para estresse pos-traumatico (175). Por ser um ligante alostérico e
nao um agonista ortostérico, a LXA4 tem vantagens em relagéo a outros compostos que
estimulam o sistema eCB, que sdo a auséncia de efeitos psicotrépicos e a acdo
localizada somente em eventos que induzem o aumento da liberacdo de eCBs, como a

exposicao a estresse fisico ou psicologico (176).

Além disso, o tratamento com LXA, também pode ser benéfico no tratamento
da EAS, pois, no nosso modelo de sepse por injecdo de LPS, a aplicacdo de LXA4
apresentou efeito anti-inflamatorio no SNC e na periferia, além de ser capaz de prevenir
o dano cognitivo observado em consolidacdo de memdria. No tratamento da EAS, tanto
a resolucdo da inflamacdo como a neuroprotecdo sdo fatores importantes para o
resgate de dano cognitivo, portanto a agcao conjunta em receptores CB1 no SNC e ALX
na periferia pode explicar o efeito da LXA4 apds injecédo de LPS. E possivel que a LXA,4
seja também eficaz no tratamento de EAS causada por outros modelos de sepse

consideradas mais préximas da patologia observada em humanos, tal como CLP.

Neste estudo, nds demonstramos o impacto da LXA, em diversas fun¢des do
SNC em condi¢Ges fisiologicas e em resposta a estimulo inflamatorio, expandindo o
conhecimento do seu papel no SNC. O mecanismo de agdo da LXA,; nas funcdes
pesquisadas ainda ndo é totalmente claro, porém o sistema eCB é um bom candidato
devido ao seu bem descrito envolvimento nas condicbes estudadas. A modulagéo

alostérica dos receptores canabinoides € um tema em ampla ascensdo em nivel
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internacional, pois foi muito pouco explorado, e a LXA,; parece ser um modulador
enddgeno particularmente potente deste sitio. Desta maneira, o esfor¢co para elucidar a
fisiologia da LXA; no SNC é de grande importancia, uma vez que pode impactar

estudos futuros sobre o papel do sistema eCB na homeostase e inflamacéo.
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