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“Os expeimentos realizados em
NOSS0S laboratérios apenas
suplementam 0 que aconteceram, e
ainda acontecem, na natureza, e 0s
seus resultados devem ser forjados na
mesma oficina’.

E B.
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1. RESUMO

A temperatura corpora (Tc) € um dos principais sinais vitais. Ela € monitorada
clinicamente durante intervengdes cirargicas e internagdes. InformagBes da Tc e da
temperatura ambiente sdo0 processadas na &ea préoptica anteroventral (AVPO) e
hipotdlamo anterior (HA) e destas regifes partem as vias que geram respostas que modulam
0 ganhdconservagdo e perda de calor. Estas respostas sdo ativadas por estimulos
especificos e as vias sd0 independentes umas das outras. Este estudo tem como proposta
testar a hipotese de que receptores serotoninérgicos do (locus coeruleus) LC fazem parte da
via termogénica eferente durante a eutermia e a febre induzida por lipopolissacarideo
(LPS. Para adcancar este objetivo foram utilizados artagonistas dos receptores 5-HTia
(WAY-100635; 3 ng/100 nL) e 5-HT,a (ketanserina; 2 ng/100 nL) microinjetadosno LC e
monitoramento da temperatura corporal (Tc) por biotelemetria. As respostas febris
observadas apos injecdo intraperitoneal (i.p.) de LPS apresentaram caracteristicas bifasica
em relacdo as doses administradas. Microinjecdes de WAY-100635 no LC ndo dterou a
temperatura dos animais durante o estado eutérmico nem a febre em resposta ao LPS. O

antagonista ketanserina administrado no LC ndo interferiu na Tc dos animais na eutermia,

porém o antagonista dos receptores 5-HT,5 aboliu a primeira fase da resposta febril
causada por LPS. Em suma os resultados indicam que a serotonina agindo em receptores 5
HT,a do LC age na via pirogénica efetora responsavel pela termogénese durante a primeira

fase dareposta febril ao LPS.
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2. SUMMARY

This study was aimed at testing the hypothesis that serotonergic receptors in the Locus
coeruleus (LC) play a role in bacteria lipopolysaccharide (LPS)-induced fever and
euthermic state. To this end, 5HT14 (WAY-100635; 3 ng/100 nl) and 5HT,a (ketanserin;
2 ny/100 M) antagonists were microinjected into the LC and body temperature (Th) was
monitored by biotelemetry. Intra-LC microinjections of WAY -100635 caused no changein
Tb of euthermic animals neither in fevers ones. 5-HT,a antagonist abolished the first phase
of the LPSinduced fever but produce any change in the standart Th Taken together, these
results indicate that serotonin acting on 5-HT2a receptors in the LC mediates the first phase

of the febrile response.
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3. INTRODUCAO

A existéncia da vida, sua histéria e seu futuro sdo totalmente dependentes da
temperatura ambiente (Ta). A vida ativa dos animais limitase a uma estreita faixa térmica,
entre o0 ponto de congelamento da &gua (aproximadamente 0°C) e aproximadamente 50°C
(Shmidt-Nielsen, 2002).

Na maioria dos animais distribuidos pela escala filogenética a temperatura corporal
interna (Tc) acompanha de forma predominantemente passiva as variagOes da Ta
(pecilotermial ectotermia). Esse, porém ndo é o caso dos mamiferos (e aves), objeto deste
estudo, que com despendio energético enddgeno mantém sua Tc praticamente constante
(homeotermia/ endotermia) utilizando para termorregulacdo mecanisSmos autondmicos e
comportamentais (Shmidt-Nielsen, 2002).

Processos fisioldgicos vitais como fungdo enzimatica (Lenhinger, 2000), atividade
neuronial (Aihara et al., 2001) e imunoldgica (Wenisch et al., 1996) e contratibilidade
muscular (Wasserstrom & Vites, 1999) dependem para seu 6timo funcionamento, de uma
adeguada temperatura. Como, Tc e Ta geralmente sdo distintas, os animais homeotérmicos
pagam o0 preco do gasto metabdlico aumentado para conformar, de forma gropriada, a
constancia da primeira em relagdo a variagdo da segunda.

Dentro da homeotermia sdo conhecidos padrdes de variages térmicas, fisioldgicas e
fisiopatolégicas. Por exemplo, no ciclo circadiano e em periodos de torpor ou hibernagéo
observa-se mudancas na Tc que |hes s80 caracteristicas. Em processos infecciosos uma das

primeiras alteracOes clinicas observaveis € a febre, e em certos casos de infecgdo
generaizada, hipotermia.
Vale ressaltar que os termos homeotérmico e endotérmico, ndo sdo necessariamente

sinbnimos, assim como também ndo os sd0 pecilotérmico e ectotérmico; pois 0s termos
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pecilotérmicos e homeotérmicos referemse a variagdo da temperatura corporal, e
ectotérmico e endotérmico a origem da energia térmica. Portanto ha individuos
ectotérmicos que sdo homeotérmicos, caso dos peixes articos ou abissais e endotérmicos
gue sdo heterotérmicos, como os individuos que hibernam ou entram em torpor (Shmidt-

Nielsen, 2002).

3.1. MANUTENCAO DA TEMPERATURA CORPORAL

A manutencdo da Tc pelos mamiferos € obtida pela acdo de um sistema regulado,
que diferentemente de sistemas abertos, ndo troca energia com o ambiente apenas de forma
passiva. A resposta do sistema regulado se opde as perturbacfes externas, numa dada faixa
de variacdo, e através de um controle mantém a constancia térmica. A temperatura
constante € possivel desde que a quantidade de calor perdido sgja a mesma do calor ganho e
produzido, ou sga, quando o balanco térmico for zero (Cabanac, 2006). Os mecanismos
pelos quais os mamiferos ateram o balanco térmico em favor da manutencdo da Tc sdo
autonémicos e comportamentais e podem ser ativos ou passivos. Toda troca de calor do
organismo com 0 ambiente, deriva da primeira Lei de Newton sgja por conducdo, radiacdo
ou conveccdo e acontece de forma passiva Os mecanismos de controle da Tc
(comportamentais e autondmicos) influenciam de forma ativa na intensidade pela qua o
movimento energético passivo acontecera (Gordon, 1990).

Os mecanismos termorregul atérios comportamentais séo amplamente difundidos na

escala filogenética, sendo uma resposta integrada paradigmética realizada de corpo inteiro
pelo organismo (Cabanac, 2006). Comparado com O mecanismo autondmico € uma
alternativa mais econémica, pois é baseado em principios fisicos passivos dependentes da

procura por um ambiente mais quente ou mais frio, e também, portanto das sensacfes de
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frio e calor (Cabanac, 1998). Entre as alternativas comportamentais individuais listase,
mudancas posturais, banhos, “grooming”, locomocdo, ingestdo dimentar, e como
aternativas coletivas, 0s agrupamentos, que no caso dos neonatos constitui a principal
maneira de termorregular (Gordon, 1990).

Os mecanismos autondmicos sdo utilizados ativamente pelos animais endotérmicos
para conservar e produzir calor ou para aumentar a perda de calor corpéreo. Tais
mecanismos adicionamse a producdo basal de calor gerado pelo metabolismo. Como
mecanismos de producdo de calor pode-se elencar a atividade muscular, a termogénese por
tremor, e termogénese sem tremor realizada pelo tecido adiposo marrom. O tecido adiposo
marrom € encontrado nos mamiferos neonatos, persistente nos roedores, e esta
especiamente relacionado com a termorregulacdo. Como forma de evitar perda de calor
aumenta-se o ténus vasomotor periférico e ocorre piloerecdo. Para incremento da perda de
calor, observa-se vasodilatagdo periférica e sudorese ou ofegacéo (Nagashimaet al., 2000).
A sudorese e a ofegacdo, em caso de Ta maior que Tc, S80 0s Unicos mecanismos efetivos,
pois nesta condicdo ndo h& perda de cador do organismo para 0 meio pelas trocas
newtonianas, salvo através desta condicdo evaporativa (Branco et al, 2004). No presente
estudo, a Ta foi mantida constante a 25 + 1°C, sendo, portanto 0os mecanismos autondmicos
0s principais responsaveis pelo controle da Tc uma vez que através de alteragdes no
comportamento os animals ndo poderiam alcangar um ambiente mais quente. Ainda sim,

isoladamente, os ratos tinham como aumentar a conservagdo de calor por mudancgas

posturais, mas ndo a producéo de calor.
A sensibilidade térmica externa € captada por fibras nervosas cutaneas, amielinicas
do tipo C, denominadas termorreceptores periféricos. Estes termorreceptores podem ser

sensivels ao resfriamento ou a0 aquecimento, e sdo caracterizados de acordo com a
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condicdo em que tém a sua atividade aumentada. Existem termorreceptores periféricos
espal hados por diversas areas internas do organismo como os torécicos, dém dos espinhais
e os localizados no bulbo. S0 estes termorreceptores que detectam as informagdes sobre
Tc, que serdo encaminhadas até os centros que processam informagdes térmicas e geram a
resposta apropriada com a finalidade de manter a Tc constante frente as variagdes da Ta
(Boulant & Hardy, 1974; Boulant, 2000, Mercer & Simon, 2001).

Vias somatossensoriais levam a informacdo obtida na periferia até as &reas
integrativas do sistema nervoso central (SNC). O trgjeto da sensibilidade térmica é feito
através do corno dorsal da medula espinhal, seguindo pelo trato espinotaldmicolateral até o
tdamo ventrobasal que se irrompe no cortex somatosensorial primario. No entanto ainda
ndo € através destes trajetos aferentes que a Tc € regulada. Esta tarefa € realizada com a
integrac@o das informacOes aferentes sobre a temperatura média a partir de informactes
advindas de grandes areas corporeas, superficiais e internas, convergidas para a formacdo
reticular do tronco encefalico e de |4 enviadas para area pré-optica (POA, Boulant, 1998).
No SNC, também sdo encontrados termorreceptores que enviam para a POA informagtes
térmicas a serem integradas. Estes receptores estdo localizados na medula espinhal, bulbo,
formacdo reticular e na prépria POA (Boulant & Hardy, 1974; Boulant, 2000, Simon,
2000). Além destes receptores centrais, nucleos hipotal@dmicos como o dorsomedial,
ventromedial e paraventricular estdo interpostos entre a atividade da POA e as respostas

dos Orgdos termorregulatérios. Estes nulcleos hipotal@micos desempenham atividades

cruciais para a manutencdo da Tc (DiMicco & Zaretsky, 2006; Ranels & Griffin, 2003;
Mondaet al., 1997).
A faixa de temperatura, em torno da qual a Tc € regulada é denominada set point.

Este é um termo ‘emprestado’ da engenharia, que apesar de muita controvérsia entre
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pesquisadores da area de termorregulacdo, muitos trabalhos que o adota foram publicados
neste ano. Mesmo contendo algumas possiveis inconsisténcias € um bom modelo para
explicar este tipo de sistema regulado. J. D. Hardy, em 1965, foi quem aplicou este conceito
pela primeira vez, com esta fungdo, H. T. Hummel, durante a década de sesserta refinou
esta no¢do com a descricdo do set point gustavel. O set point pode ser definido como
informagdo determinada por sinais externos, para a qual a variavel regulada & comparada ou
pode ser determinada por caracteristicas estruturais do proprio sistema. No caso da
termorregulacdo, a Tc é comparada a0 set point “desgado” pelo organismo (Cabanac,
2006), que € o vaor defendido pela regulacdo. Quaquer Tc que estiver fora da faixa
compreendida pelo set point gera uma mensagem de erro ativando mecanismos efetores
compensatorios para aumentar ou diminuir a Tc e compensar o erro (Figura 1; Gordon,
2000). A capacidade de regular a Tc com o set point depende da sensacdo térmica,

integracdo e resposta termorregul atoria adequada (Boulant, 1998).

Controle da Temperatura Corporal

Set Point

Ganho de Calor Perda de Calor

Resposta Autondmica

30 40
Temperatura Corporal (°C)

Figura 1. Relagéo entre a variagdo da Tc fora da faixa do set point e a atividade dos mecanismos
termorregul atérios efetores.
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A Tc, uma vez processada pelo SNC (POA), gera respostas que recrutam
determinados efetores autondmicos e inibem outros de acordo com o limiar de ativagéo de
cada um. Além dos diferentes limiares de ativacdo dos Orgdos envolvidos na
termorregulacdo, existem também vias neurais e neuromodulagdo proprias, portanto séo
controlados de maneira independente (Mercer & Simon, 2001, Nagashima et al., 2000).
Como resultado deste processo tem-se a manutencéo da Tc dentro da faixa de temperatura
compreendida pelo set point.

O estudo da agéo dos neurotransmissores no SNC, no controle da Tc, tem sido
vastamente investigado ha pelo menos quarenta anos. Mediadores como adenosina (Barros
e Branco, 2000), 6xido nitrico (NO, Branco et al., 1997; Barros et al., 1998; Steiner et al.,
1998, Fabris et al., 1999), &cido gama-amino-butirico(GABA), serotonina (Cox & Lomax,
1977, Zeisberger, 1986) e mondxido de carbono (CO, Steiner et al., 1999, 2000) glutamato,
arginina vasopressina Paro et al., 2002), participam do controle central da Tc. Nesses
experimentos, 0 SNC foi acessado pelos ventriculos cerebrais, ou mais recentemente,
através de nucleos especificos como locus aeruleus (LC; Fabris et al., 1999, Fabris et al.,
2000, Almeida et al., 2004 e Ravanelli, et al., 2006) e &rea pré-dptica (Steiner, 2002) como
meio de obter informacfes mais detalhadas sobre a funcdo de cada nlcleo. Nestes estudos

foram utilizadas microinjecoes e lesdes.

3.2. FEBRE

Além da sua importancia historica para a medicina, a febre € um importante sintoma
clinico, e de afericdo fécil e barata. Fisiologicamente, a febre pode ser definida como um
aumento regulado da Tc ou do set point, devido ao aumento da conservacdo e producéo de

calor e diminuico da perda de calor (Blatteis, 1998; Kluger, 1991; Saper & Breder, 1994).
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Os imunologistas preferem defini-la como uma resposta sintomatica que acompanha um
processo infeccioso ou outras doencas (Zeisberger, 1999). Observada de protozoarios
(Paramecium caudatum Malvin & Wood, 1992) a mamiferos, € uma resposta largamente
distribuida pela escala filogenética (Kluger, 1991). Suas caracteristicas benéficas sdo
observadas em diversos experimentos que associam afebre com uma maior sobrevida em
caso de infecgles (Bernheim & Kluger, 1976; Kluger et al., 1975; Kluger, 1991).

Diversos s80 os agentes causadores da febre. Protozoarios, bactérias, fungos, virus,
componentes bacterianos (lipopolissacarideo, muramildipeptideo), peptideos, esterdides,
estresse, independente da etimologia, a febre € considerada uma resposta estereotipada
(Saper & Breder, 1994; Netea et al, 2000). Porém com os avancgos experimentais e refinos
de técnicas tornouse evidente a dependéncia multifatorial sobre as caracteristicas da
resposta febril. O agente causador, a quantidade infectante (dose), a via pela qual o
pirégeno invade o organismo e temperatura ambiente sdo fatores que influenciam o
panorama da resposta febril Conrad et al., 1997; Rudaya et al., 2005). Em pesquisas
laboratoriais 0 pirégeno mais amplamente utilizado é o lipopolissacarideo (LPS),
componente da membrana externa da parede celular de bactérias Gram-negativas, que gera
resposta inflamatdria com consequiente febre (Romanovsky, 2005).

O LPS é composto por moléculas de polissacarideos, lipideos e proteinas, cuja
fracdo mais virulenta é denominada de Lipideo A, sendo este Ultimo componente o
responsavel pela citotoxicidade. Este pirégeno exégeno € um composto anfifilico, que ao

invadir o organismo de um mamifero age como um antigeno aivando o sistema
imunologico inato. Pegquenas quantidades de LPS tém permanente acesso a0 NOSsO
organismo, e age em carater benéfico contra infeccBes. Porém em grandes quantidades age

também em células endoteliais e pode desencadear choque séptico e até morte. O LPS
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usuamente ndo € encontrado isolado, mas sm em agregados, ou na forma de seu
reconhecimento celular predominante; ligado a proteinas carreadoras especificas (LBP,
Lipolissaccharide Binding Protein). Aderido a LBP, a molécula de LPS é reconhecida por
macréfagos, mondcitos e neutrdfilos. Cada uma dessas linhagens celulares apresenta
cadeias especificas de reconhecimento em adicéo a via principal. De um modo geral, o LPS
€ reconhecido pelo complexo formado pelo receptor 4 dafamilia Toll (TLR4), uma proteina
conhecida como MD-2 no lado externo associadas ao CD14 no meio intracelular. O
reconhecimento desencadeia uma cascata de eventos que culminam com a producéo de uma
gama de mediadores, entre eles os pirdgenos endégenos (Figura 2, Chaby, 2004;
Dauphinee & Karsan, 2006; Raetz & Whitfield, 2002; Takeuchi et al., 1999).

Dentre os principais pirdgenos endogenos produzidos durante O processo
inflamatorio estdo o fator de necrose tumora-a (TNFa), interleucina-13 (IL- B) e
interleucina-6 (IL-6), polipeptideos denominados citocinas (Kluger, 1991; Mackowiak,
1998 Saper & Breder, 1994). Estes mediadores ndo sdo encontrados normalmente no
plasma, exceto tracos de IL-6 e TNF-a encontrados nos mastocitos (Malaviya & Georges,
2002). Além das citocinas, s8o mediadores da febre alguns derivados lipidicos da via do
&cido aracddnico, ou sga, as prostaglandinas (Milton & Wendtlandt, 1971, Milton, 1989).
As prostaglandinas da série B (PGE,) sdo consideradas como mediadores finais da febre
no SNC, mas agem também na periferia (Blatteis et al, 2005; Mackowiak, 1998; Branco et

al., 2004).
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LPS

é\ TRL4D2 | LpoaP
@ LBP : : S :

Figura 2. A. Mecanismos de sindlizacdo e celular de reconhecimento da endotoxina pelo
imunécitos mononucleares e em decorréncia disso a sintese de citocinas. Em destaque o
reconhecimento da associacdo do LPS com LBP pelo complexo CD14, TRL4 e MD2.

Como a Tc é regulada centramente, assume-se que 0s pirdgenos enddgenos sao
liberados na circulagcdo sanglinea e posteriormente transportados para 0 SNC mais
precisamente até a POA, o principal centro de controle da Tc (Blatteis & Sehic, 1997). E
controverso, no entanto, como as citocinas produzidas perifericamente sinalizam a POA
uma vez que essas sdo [eptideos grandes e hidrofilicos incapazes de atravessar a barreira
hematoencefdica por smples difusdo (Saper & Breder, 1994; Blatteis & Sehic, 1997,
Branco et al., 2004). Algumas hipéteses correntes sdo plausiveis: 1) as citocinas podem ser
ativamente transportadas pela barreira hematoencefdlica (Banks et al, 1995); 2) ou ainda
podem ganhar acesso ao SNC através de regides onde a barreira hematoencefalica é ausente
ou enfraguecida, como os 6rgaos circunventriculares (Blatteis, 1992 Blatteis et al., 2000;
Boulant, 2000); 3) as citocinas podem interagir com células endoteliais da microvasculatura

cerebra o0 que resulta na producdo e liberagcdo para o sistema nervoso central de citocinas,
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PGE, ou ambas (Tilders et al, 1994); 4) e ainda a sinalizacdo neural, evidenciada
principalmente pela vagotomia subdiafragmética (Blatteis & Sehic, 1997; Romanovsky, et
al. 2000).

Qualquer que sgja a forma da sinalizacdo ocorre sintese e liberacdo de PGE; no
SNC, interacdo com receptores EP3 neuroniais da POA (Oka et al., 2003) e queda nos
niveis de AMP ciclico intracelulares na POA (Steiner et al., 2002; Steiner & Branco,
2003). A estes processos atribuem-se os sinais aferentes que causam a ateragdo do set
point e em seguida a ativacdo de eferéncias responsaveis pelo aumento da Tc (Blatteis,
1998; Branco et al., 2004, McAllen, 2004). Os 6rgaos responsaveis pela termogénese estdo
sob controle de nucleos supra espinhais, hipotaldmicos, pontinos e bulbares antes de
receberem impulsos de neurdnios pré-motores da medula espinhal que os ativa. Cada 6rgéo
relacionado resposta termogénica tem sua prépria neurocircuitaria. Estas vias, sdo
independentes uma das outras e sdo ativada de forma independente durante a febre
(Nagashimaet al., 2000).

Estas vias envolvidas nas respostas febris sGo por sua vez moduladas por
determinados neurotransmissores e neuromoduladores com acd no SNC. Dentre os
moduladores da resposta febril pode-se citar a melanocortina (Huang et al., 1997),
serotonina (Gemma et al., 1997; Nakamura et al., 2002), noradrenalina Shido, et al.,
1993), opidides (Chio et al., 2005), 6xido nitrico (Almeida et al., 1999; Steiner et al., 2002)
e monodxido de carbono (Ravanelli et al., 2006; Steiner et al., 1999; 2002).

O padréo da febre gerada pela ministragéo de LPS foi extensamente estudado de
modo que alguns consensos foram alcancados sem, no entanto, resolver agumas
controvérsias ainda ndo esclarecidas. E aceito que a febre induzida por LPS gera uma

resposta monofésica quando se aplica baixa dose de endotoxina (1 pg/kg; Snarkes et al,
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1981; Romanovsky et al., 1996; 1998a), enquanto doses moderadas 10-100 pg/kg
ocasionam febre com elevacéo periddica da Tc estabelecendo véarios picos ao longo da sua
duracdo, denominada por causa disso como febre polifasica (Romanovsky et al., 1998a;
1998b). Este tipo de resposta foi inicialmente denominado de febre bifasica, pois os
protocolos experimentais adotados pelos laboratorios de termorregulacdo usualmente ndo
incluem na andlise dos dados todo o decurso temporal necessario para detectar o padréo
polifasico, ficando evidente, portanto, apenas os dois primeiros picos Morimoto et al.,
1987; Snarkes et al., 1981; Romanovsky et al., 1996). Isto foi apontado como uma falha
metodol6gica (Romanovsky et al., 1998a; 1998b), ou com olhar mais cauteloso, que a
importancia tempora é relativa. A maioria das ateragdes na Tc durante a febre, devido as
manipulacbes experimentais, quando presentes, localizam-se exatamente nas fases iniciais,
ndo se fazendo necessario uma andlise demasiadamente prolongada (SanchezAlavez et al.,
2006, Steiner et al., 2006). Este padréo febril alterado pode, no entanto, perdurar pelas
fases distintas ou ser fase especifica (Romanovsky & Blattels, 1995). A distingdo entre as
fases utilizando avaliagBes nociceptivas, temperatura da pele e atividade motora, pode ser
feita de modo a separar as fases em: inicia e tardia (Romanovsky et al., 1996). Doses
muito dtas de LPS (500-1000 pg/kg) tém efeitos, distinto ao das doses moderadas, pois

leva a um decréscimo da Tc (Romanovsky et al., 1996; Hasday & Garrison, 2000).

3.3. LOCUS COERUL EUS E NEUROTRANSMISSAO SEROTONINERGICA

O Locus coeruleus (lugar azul) assim nomeado, pois adquiriu uma forte coloragéo
azul nas ocasifes em que foi caracterizado, quando submetido ao corante histoldgico. O LC
€ um par de pequenos nucleos localizados na ponte, lateramente ao quarto ventriculo,

medialmente em relacdo ao nucleo mesencefaico 5, acima do nucleo subcoeruleus alfa e
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abaixo do nicleo parabraguia medial (Paxinos & Watson, 1998). O LC é formado
predominantemente por um conjunto de corpos celulares noradrenérgicos, cujas projecoes
extensas suprem inervagao noradrenérgica a estruturas corticais e subcorticais do encéfalo
(Yang et al, 1997). O LC contém o maior niUmero de corpos celulares noradrenérgicos no
SNC e é densamente inervado por fibras serotoninérgicas dos nucleos da rafe (Singewald &
Phillipu, 1998). Ja foi demonstrado que o LC participa de respostas ao estresse [medo
(Svensson, 1987)], controle da ventilacdo e temperatura corpora (Fabris et al, 1999,
Gargaglioni et al., 2005), entre outros. A POA envia projecOes eferentes para o LC
(Steininger et al, 2001), fornecendo evidéncias de que o mesmo pode estar situado em uma
via eferente de controle da Tc, apdés a PGE; na cascata febril. Em uma série de
experimentos foi comprovada a participacdo deste nuicleo ra via eferente da resposta febril
(Almeida et al., 2004) e recentemente, que 0 CO é um dos moduladores da via (Ravanelli et
al., in pess). De modo surpreeendente a agdo do CO no LC revelou-se ser antipirética, o
gue se opde ao seu efeito quando administrado intracerebroventricularmente. Estes dados
sugerem gue este neuromdulador gasoso atua de formas diferentes em areas espcificas do
SNC, mas a somatoria destas agdes resulta em uma acdo pirética

A serotonina (5hydroxitriptamina ou 5HT) é uma monoamina amplamente
distribuida no encéfalo que foi identificada h& cerca de 50 anos como efetora em diversos
tipos de musculo liso, e posteriormente como agente que intensifica a agregagéo plaquetéria
e como neurotransmissor no SNC (Hoyer et al., 1994), inclusive no LC (cf. Singewald &
Phillipu, 1998). Sete familias de receptores serotoninérgicos foram identificadas (5HT1-7).
Exceto pelos recepores 5-HT3, 0s quais sdo ligados a canais ibnicos, todos 0os outros
receptores sdo acoplados a proteinas G (Hoyer et al., 2002). Sua abrangéncia engloba vérias

funcbes fisiolégicas, como sono, dor, termorregulagdo, comportamento sexual,
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alimentacdo, humor (Cox & Lomax, 1977, Hoyer et al., 2002) e febre (Nakamura, 2002).
Estudos anatdbmicos e funcionais indicam que a 5-HT, presente no sistema nervoso central,
est4 envolvida na regulacdo da Tc (cf. Martin-Cora et al., 2000) e que € particularmente
importante namanutencao do set point termorregulador (Zeisberger, 1999). E sabido que os
efeitos da 5-HT, dentro do LC, € importante em véias fungdes, inclusive na resposta a
estimulos estressantes e depresséo (Sinner et al., 2001). O neurotransmissor 5HT integra
um grande nimero de estimulos internos e externos no LC para regular respostas em
diversas situacdes via sinapses axodendriticas (Leger & Decarries, 1978), agindo como
neuromodulador nos neurdnios noradrenérgicos do LC (McRae-Degueurce et al. 1985). Em
uma avaliacdo autaradiogréfica para 5HT, encontrou-se serotonina nas varicosidades do
LC mostrando ser um de estogque de aminas nos neurénios noradrenérgicos do SNC. (Leger
& Descarries, 1978).

Outro estudo observou aumento de neurénios FOS+ durante a febre induzida por
injecdo de LPS nas areas A1 (bulbo ventrolateral), A2 (nicleo do trato solitario) e A6 (LC,
Hare et al, 1995). Além disso, Molina-Holgado e Guaza (1996) demonstraram que a
injecdo de LPS i.p. induz ativagdo neuroquimica de diferentes regifes do tronco encefdlico,
incluindo NTS e LC. Esses resultados fornecem evidéncias da importante participacdo do
LC na resposta febril. A ministragdo de ipsaspirona ou tandospirona (agonistas dos
receptores 5-HT14), aumenta a expressdo de FOS no LC, demonstrando ativagdo dos
neurdnios noradrenérgicos via receptores 5HT1a (Hamamura et al., 1997).

Estudos farmacol 6gicos tém demonstrado que a homeostase térmica € mantida pela
interacdo funcional entre receptores 5-HTia e 5-HToa (Salmi & Ahlenius, 1998; cf.
Zuideveld et al., 2001) e que a influéncia serotoninérgica direta nos neurénios do LC é

predominantemente inibitoria, exercida via receptores pds-sindpticos (Goria & Adrien,
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1988; Haddjeri et al., 1997). Evidéncias da literatura mostram que a ativacdo ck receptares
pGs-sinpticos 5HT14 causam hipotermia, pois inibem a liberagdo enddgena de 5HT em
ratos e em humanos (Seletti et al., 1995; Lin, et al., 1998; Zuideveld, 2001; Hedlun et al.,
2004), enquanto gue os receptores 5HT,a, Mas ndo 0 5HT,¢, causam hipertermia (Seletti
et al., 1995; Mazzola-Pomietto, 1997; Lin, et al., 1998; Sami & Ahlenius, 1998; Sugimoto
et al., 2000, Chio, 2005).

Uma vez que ndo existem dados ligando a resposta febril ao LPS, com a interacéo

serotoninérgica no LC, tracamos nossos objetivos.

3.4. OBJETIVOS
De forma geral o objetivo tracado foi andisar a participacdo da modulacéo
serotoninérgica, no LC, durante a eutermia e sobre a via eferente da febre induzida por

LPS

Objetivo especifico 1: Avdiar a participacdo dos receptores 5HT;a no LC durante o
estado eutérmico e na febre induzida por LPS
Objetivo especifico 2: avaliar a participagdo dos receptores 5HT,4 no LC na eutermia e na

febre induzida por LPS.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Os experimentos realizados utilizaram ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus), com peso entre 310 e 350 gramas, provenientes do Bioté&rio Centra do
Campus USP de Ribeirdo Preto. Os protocolos e procedimentos experimentais utilizados
neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CETEA) da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, USP, protocolo N° 258/2005.

Os animais foram mantidos em temperatura controlada (25 + 1,0°C) com livre
acesso a agua e a ragcdo em um ciclo didrio claro-escuro 12:12 horas. Todos os
experimentos tiveram inicio entre 9:00 e 10:00 horas, a fim de evitar influéncias circadianas

da temperatura corporal dos animais nos resultados.

4.2.Cirurgias

Antes das cirurgias animais foram anestesiados com 2, 2, 2-tribromoetanol (Aldrich,
Milwaukee, WI, EUA , 250 mg/kg). Os pélos ao redor do local das incisbes foram aparados
e realizou-se com iodo a anti-sepsia externa. Ao fina das intervencles cirlrgicas, 0s
animais receberam antibidtico veterinario para animais de pequeno porte, (160.000
unidades’kg de benzilpenicilina, 33 mg/kg de edreptomicina e 33mg/kg

diidroestreptomicina, i.m.), diluidos em 0,3 ml de &gua destilada estéril.
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4.3. Implante da canula unilateral no L ocus coer uleus

Apos a fixagdo do animal no instrumento estereotéxico, aplicou-se uma injecéo
subcutanea de anestésico loca (cloridrato de lidocaina 2 mg e cloridrato de fenilefrina 40
pg em 0,1 mi).

Uma incisura sobre a fissura sagital com 2 cm de comprimento foi feita, os tecidos
subcutaneos removidos pararevelar as referéncias dsseas das coordenadas estereotaxicas.

Utilizando um micro motor (Foredom Micromotor 45000 rpm), trepanou-se em
duas localidades a calota craniana, uma delas para a implantagdo da cénula guia de ago
inoxidavel (15 mm de comprimento), 1 mm acima do LC direito, de acordo com as
coordenadas de Paxinos e Watson (1998): A (antercposterior): A (antero-posterior): -3,4
mm do lambda, L (laterd): -1,2 mm do lambda, D (dorsoventral): -58 mm do osso e 15°
de angulacdo na barra do estereotaxica A céanula foi ancorada ao crénio por meio de um
micro parafuso, fixado na segunda perfuragdo, e de uma plataforma de acrilico dental. Um
mandril de aco inoxiddvel com 15 mm de comprimento foi mantido dentro da canula para
prevenir oclusio da mesma e infeccéo.

Ao final das intervencdes cirdrgicas, 0os animais receberam antibiotico veterinério,
(160.000 unidades’/kg de benzilpenicilina, 33 mg/kg de estreptomicina e 33mg/kg
diidroestreptomicina, i.m.), diluidos em 0,1 ml de &gua destilada etéril. Os experimentos

iniciaramse de 6 a 8 dias apos a cirurgia.

4.4. Cirurgia paraimplantacdo do datalogger
A temperatura corpora em todos os protocolos experimentais foi medida utilizando
sensores-armazenadores de temperatura (dataloggers, SubCue™, Canadd). Eles foram

banhados por 30 minutos em alcool 70% e depois implantados na cavidade abdominal dos
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animais, através de uma laparotomia para-medial, com a sutura sendo feita em dois planos

(muscular e dérmico), pelo menos 2 dias antes dos experimentas.

4.5. Drogas

O LPS (E. Cali, 0111: B4, Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) foi administrado
intraperitonialmente (i.p.) nas doses de 10 e 100 pg/kg, diluidos em solucéo salina 0,9%,
estéril e apirogénica. O antagonista especifico para receptores 5HT1a, WAY-100635 foi
utilizado na concentragéo 3 ug/ 0,1ml, diluido em solucéo salina 0,9%, estéril e apirogénica
(Gargaglioni et al, 2005). O antagonista especifico para receptores 5HT,a ketanserina foi
administrado na concentracdo de 2 pg/0,1ml (Gouveia & Franci, 2004) diluido em solucéo

de dimetil sulféxido (DM SO, 10%).

4.6. I njecdes e analise histol6gica

Nas injecdes de LPS em ambas as doses, 0 volume foi de 1 ml/kg, diluicdo feita em
solucéo salina 0,9%, estéril e apirogénica a partir de uma solugdo estoque 2 mg/ml.

Para as microinjecbes no LC dos antagonistas e dos veiculos, foi utilizada uma
seringa (Hamilton, Reno, NV) de 5 ml e uma agulha odontol égica (Becton Dickinson, 200
nm de diametro externo) , com 16mm de comprimento conectada a um tubo de pdietileno
(PE-10), posicionados em uma bomba de infusdo (Stoelting, modelo 310, 11, EUA). O
volume injetado foi sempre de 100 nl (0,3 n¥/min) seguido de um periodo de trinta
segundos de espera para retirada da agulha de injecdo, com ointuito de evitar refluxo pela
canula guia. Nos experimentos controles as injegdes continham 0s respectivos solventes

com o0 mesmo volume das condigdes experimentais.
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Apbs os experimentos os animais foram profundamente anestesiados com hidrato de
cloral 10% (i.p. 0,3 ml/100g) e os sitios das microinjecdes foram marcados com azul de
Evans a 2%, pela administracdo local do corante valendo-se do mesmo volume usado
durante os experimentos. Os dataloggers e os encéfalos foram retirados, sendo que estes
transferidos para uma solucdo de formalina a 10%, onde permaneceram para fixagéo por
pelo menos 2 dias. Apo6s as minimas 48 horas realizou-se, inclusdo em parafina, cortes
sequienciais coronais, com 15 mm de espessura no micr 6tomo (Leica, Alemanha) que foram
corados utilizando-se 0 método cresil-violeta (Nisdl), e posteriormente analisados com o
auxilio de um microscépio Optico (Leica DMLS). A distribuicdo do corante no LC foi o
indicativo de que o tratamento atingiu o nicleo como esperado. Nas microinjecdes que o
corante ndo atingiu o LC considerou-se tratamento peri-LC e os resultados foram utilizados

como controle para averiguar se o efeito era sitio especifico.

4.7. Medida da temperatura corporal

Antes da insercdo dos medidores de temperatura na cavidade abdomina os
instrumentos foram calibrados de acordo com o fabricante e programados para que suas
funcbes iniciassem 30 minutos antes do comego dos experimentos, registrando a
temperatura corporal a cada 5 minutos durante os 300 minutos seguintes. Apds a retirada
dos instrumentos das cavidades abdominais, os dados armazenados nos dataloggers foram
transferidos para o computador utilizando-se um software proprio, SubCue™™ e corrigidos

individualmente de acordo com a indicagdo do fabricante.
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4.8. Protocolos experimentais

Protocolo 1

CARACTERIZAQAO DA RESPOSTA FEBRIL

Para caracterizar a resposta febril dos animais utilizados (linhagem, peso, etc.) injetouse
LPS i.p. nas doses propostas no trabalho (10 e 100 pg/kg). Nestes individuos ndo se
realizou implantacd da canula no LC, no entanto, foram submetidos ao implante do
datalogger em sua cavidade abdomina para medida da ateracdo da temperatura corporal.
Os animais controle receberam 0 mesmo volume de solucdo salina 0,9% estéril e

apirogénica (1 ml/kg, ip).

Protocolo 2

EFEITO DA MICROINJECAO DE WAY -100635, NO LC, SOBRE A TEMPERATURA
CORPORAL NA EUTERMIA

O antagonista dos receptores serotoninérgicos 5HTia, WAY -100635 na concentracdo 3
pg/0,1pl, diluido em solucéo salina 0,9%, estéril e apirogénica foi micranjetado (100 nl)
no LC direito 30 minutos apos o inicio da medida da temperatura, 30 minutos antes da

injecdo de salina 0,9% apirogénica (1 mi/kg, ip).
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Figura 3. Esquema dos protocolos experimentais 2, 3, 4 e 5.

Protocolo 3

EFEITO DA MICROINJEC}AO DE WAY -100635, NO LC, SOBRE A TEMPERATURA
CORPORAL NA FEBRE INDUZIDA POR LPS

Os animais foram tratados com WAY-100635 também na concentragdo 3ug/0,1ul, diluido
em solucdo salina 0,9%, estéril e apirogénica, foi microinjetado (100 nl) no LC direito 30
minutos apos o inicio da medida da temperatura, 30 minutos antes da injegdo de LPS (10

ng/kg, ip).

Protocolo 4

EFEITO DA MICROINJE(;AO DE KETANSERINA, NO LC, SOBRE A
TEMPERATURA CORPORAL NA EUTERMIA

O antagonista dos receptores serotoninérgicos 5HT,a ketanserina (2 pg/0,1ul), diluido em
DMSO a 10%, foi micranjetado (100 nl) no LC direito 30 minutos apés o inicio da medida

da temperatura, 30 minutos antes da injecdo de salina 0,9% estéril e apirogénica (1 ml/kg,

ip).
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Protocolo 5

EFEITO DA MICROI NJEC}AO DE KETANSERINA, NO LC, SOBRE A
TEMPERATURA CORPORAL NA FEBRE INDUZIDA POR LPS

Os animais foram tratados com ketanserina (2 pug/0,1ul), diluido em DMSO a 10%, foi
injetado (100 nl) no LC direito 30 minutos apds o inicio da medida da temperatura, 30

minutos antes da injecdo de LPS (100 pg/kg, ip).

4.9. ANALISE ESTATI STICA

Os resultados foram expressos como média+ EPM. Os valores de Tci sd0 as médias
das temperaturas de 30 minutos anteriores ao inicio dos experimentos, Alteragdes na Tc
foram avaliadas por andise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida pelo
teste ce multiplas comparactes de Tukey-Kramer. Vaores de P < 0,05 foram considerados
significativamente diferentes. Para a avadiacdo da variancia, o curso da febre foi dividido
em dois periodos, o inicial (60 minutos apos a injecdo de LPS) e o tardio que se inicia ao

fim do primeiro, e perdura até o fim do experimento (60-270 minutos).
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5. RESULTADOS

Figura 4. Fotomicrografia representativa dos sitios de injegdo unilateral do LC. A setaindicao
local exato das microinjecdes.

A temperatura basal inicid (Tci) dos animais variou de 36,7 a 37,2°C, ndo havendo
diferencas significativas entre os valores de Tci em todos os protocolos experimentais,
assim como em todo o periodo avaliado (animais controle) do protocolo 1 (Figura 3), e nos
animais que receberam apenas injecdes de salinaou nos protocolos 3 e 5. Toda alteracéo
térmica avaliada foi comparada as respectivas Tci. As intervencdes farmacoldgicas o LC
com o auxilio de microinjegdes de pegquenos volumes (100 nl) ndo interferiram na Tc
(Figuras®6, 7,8¢9).

Protocolo 1. Os animais que receberam injecéo i.p. de LPS, tanto em dose 10 pg/kg como
em dose 100 pg/kg, desenvolveram respostas febris bifasicas semelhantes. A injecdo de
sdlina (1ml/kg, ip) ndo causou nenhuma ateracdo na Tc (Figura 5). A primeira fase ocorreu
do inicio do experimento (injecdo de LPS) até aproximadamente 60 minutos apds a dose de

LPS sendo estatisticamente significante em relaggo ao controle entre 40 e 60 minutos com
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elevacdo na Tc de 0,5 e 04 °C nas doses de LPS 10 pg/kg (P < 0,05 e 100 pgkg
respectivamente (P < 0,05). Foi considerada segunda fase ou fase tardia a partir dos 6
minutos até a ultima medida tomada, aos 300 minutos, sendo significativa a partir de 140
minutos. A fase tardia teve aumento de 1,3 °C quando ministrada a dose de LPS 10 ug/kg

(P <005 ede 1,2 °C paraadose de 100 ugkg (P < 0,05).

397 —« LPS 100uglkg

—— LPS 10 ug/kg
—— salina

36

T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 30
Tempo (min.)
Figura 5. Caracterizaco daresposta febril induzida pelainjecdo de LPSi.p. de 10 pg/kg (n = 6) e

100 pg/kg (n = 5). A linha pontilhada horizontal aponta os valores estatisticamente significativos. A
injecdo de LPSi.p. foi aplicada no inicio da contagem tempordl.

Protocolo 2. A injecéo i.p. de salina (1 mi/kg, i.p.) ndo causou variagdes significativas nas
Tc dosratos. A microinjecdo do antagonista WAY -100635 (3 ug/0,1ul) ou do veiculo (0,1
ul salina 0,9%) no LC durante estado eutérmico ndo aterou a Tc dos animais durante o
periodo aferido (-30 até 270 minutos), assm como as microinjecdes com 0 mesmo

tratamento de WAY-100635 localizadas peri-LC (Figura 6, P > 0,05).
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Figura 6. Médias da Tc dos animais apés ainjecéo i.p. de salina (1 ml/kg, ip) trinta minutos apds o
tratamento com WAY -100635, 3 ug/0,1ul (n = 4) eveiculo (n = 6) no LC, aém de WAY -100635 3
Mg/0,1ul peri-LC (n= 6).

Protocolo 3. A felre bifasica induzida por 10 pg/kg de LPS, precedida de microinjecéo de
veiculo no LC, teve o primeiro pico (0,5°C) entre 20 e 60 minutos e 0 segundo pico entre
120-150 minutos (1,3°C) apos a injecdo i.p. (LPS, Figura 7). O tratamento no LC com o
antagonista para os receptores 5-HT1a, WAY-100635 (3 pg/0,1ul) ndo modificou de forma
significativa padréo da febre observada nos individuos que receberam o veiculo, (P > 0,05)
apresentaram, no entanto o um primeiro pico mais tardio e menos pronunciado (0,3°C aos
45 minutos apés injecdo de LPS, P > 0,05). Os individuos que receberam o tratamento do
antagonista WAY-100635 peri-LC também apresentaram um primeiro pico febril menos
pronunciado, 0,3 °C, em relacdo a Tci, aos 30 minutos, sem alteracdo significativa quanto a
resposta febril P > 0,05). A fase tardia teve picos aos U0 minutos do curso febril para

todos os individuos, com amplitude de 1,3 °C quando as microinjecdes localizaram-se ho

LC, ede 1,5°C peri-LC (Figura7, P > 0,05.).
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Figura 7. Medida da temperatura corporal apés a microinjecdo no LC de WAY -100635 (3
ny/0,1m, n= 8), 0,1 nL de veiculo (salina, n= 8) e WAY -100635 (3 ng/0,1m) peri-LC (n = 6) ,
30 minutos antes dainjecéo i.p. de LPS 10 nivkg. A setaindicam o momento da injecéo.

Protocolo 4. Os ratos eutérmicos em que se administrou o antagonista 5HT, ketanserina
(3 ng/0,1ul) centrdmente ou o0 seu veiculo, DMSO, em microinjecbes de 100 nl ndo
tiveram variagbes em suas Tc devido ao tratamento (P > 0,05). Asinjegdes de sdlinai.p. (1
mi/kg, ip) 30 minutos apos as microinjegdes ndo causaram alteracdo significante na Tc dos

animais comparada com aTci (Figura8).



39

391
—=— salina ketanserina
—a— salina DMSO
O 387 Sdinai.p. —— salina ketanserina peri LC
o
(]
|_ g |
371 A
Microinj. LC
36~

-30 0 30 60 90 120150180 210 240 270
Tempo (min.)

Figura 8. Medidas da Tc dos animais apds ainjecdo i.p. de salina (1 mi/kg, i.p.) trinta minutos apds
o tratamento com ketansering, 2 pg/0,1ul (n = 6) e veiculo (DMSO, n= 6) no LC, aém de
ketanserina 2 pg/0,1ul peri-LC (n = 5).

Protocolo 5. A febre induzida por LPS 100 pg/kg teve sua fase inicia abolida nos ratos

tratados com o antagonista dos receptores 5HT,a ketanserina (2 pg/0,1upl) no LC (P <

0,05, efeito do tratamento, Figura 9) engquanto a mincroinjecdo de veiculo ho mesmo
nucleo ndo causou modificagdes no padrdo da febre em relagdo a resposta observada no
protocolo 1. Os animais em que se administrou ketanserina peri-LC também ndo tiveram
alteracOes significativas na resposta febril ao pirégeno em relacdo aos animais tratados com
DMSO. A primeira fase da febre ocorreu 30 minutos apés a injecdo de LPS 100 pg/kg i.p.
com amplitude de 0,3 °C. Em relagdo a segunda fase, iniciada depois de 60 minutos do
estimulo pirogénico ndo houve modificacBes significativas causadas pelo tratamento (P >
0,05). Os animais sofreram manipulacdo farmacoldgica no LC apresentaram um aumento
de 1,0 °C engquanto o grupo peri-LC teve aumento de 1,3 °C na sua Tc em relacdo a Tci

(Figura 9).
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Figura 9. A figura mostra a resposta febril induzida por 100 pg/kg de LPS injetado (1 ml/kg, i.p.)
30 minutos apbs as microinjegdes no LC do antagonista dos receptores 5HT,, ketansering, 2
Mg/0,1ul (n=8) ou DMSO (n =5) e peri-LC (n = 5) de ketanserina (2 ug/0,1ul). A linha pontilhada
horizontal indica valores estatisticamente significativos.
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6. Discussao
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6. DISCUSSAO

A producdo de conhecimento cientifico relacionado a descricéo das vias aferentes e
integrativas das informacfes térmicas tem se intensificado ultimamente (cf. Cabanac,
2006). A busca por detahamentos das vias eferentes, menos conhecidas, tem uma
conotacdo de destague. Estudos com lesbes de neurbnios do LC utilizando 6
hidroxidopamina (6OHDA) abolem afebre induzida por IL-1 (Ovadiaet al., 1989) e LPS,
e caracterizaram este nucleo noradrenérgico como constituinte da via febrigénica eferente
(Almeida et al., 2004). O presente trabalho mostra que esta via sofre modulagéo
serotoninérgica pela agdo de receptores 5HT,a. O bloqueio desta classe de receptores, no

LC, impediu o estabelecimento da primeira fase da febre induzida por LPS (100 pg/kg).

As microinjecOes redizadas neste trabalho ndo causaram alteracbes na Tc dos
animais, porém as injegdes i.p. causaram uma breve queda. Esta diminuicdo da Tc pode ser
creditada ao estresse causado pela manipulagdo dado que uma situagdo estressante pode
causar oscilagdes na Tc (Romanovsky et al, 1998b). O aumento de temperatura causado
pela administragdo de LPS i.p. nas doses 10 e 100 pg/kg observado ao longo de 300 min.
no protocolo 1 foi caracteristico de uma resposta febril ao relativo pirdgeno. O padréo da
resposta febril em questéo € bem estabelecido quando as doses de LPS variam entre 10
pug/kg -100 pg/kg de LPS, consideradas moderadas (Romanovsky, et al. 1996; 1998a;

1998b; Steiner et al., 2006).

Abordagens com diversas metodologias verificaram um controle inibitério do
sistema serotoninérgico, sobre o LC, provenientes principalmente da rafe dorsal, rafe
central erafe bulbar (Leger & Descarrier, 1978, McRae-Degueurce et al, 1985). Hamamura

et al (1997) constatou que azapirones, agonista do receptor 5HT14 aumenta a expressao de
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Fos, no LC, marcacdo esta que € amenizada pela ministracdo de WAY-100635,
relacionando a atividade deste nlcleo noradrenérgico com a classe 1 dos receptores 5HT.
Como o azapirone € um agonista parcia dos receptores 5-HT;a e funciona como
antagonista dos receptores SHT tipo 2, os autores postula que a atividade do LC pode ser
controlada de forma inibitéria por estes receptores (Haddjeri et al., 1997). A interacdo entre
estas duas classes de receptores serotoninérgicos ja foi avaliada em relagdo ao controle da
temperatura corpora por Sami & Ahlenius (1997), quando o tratamento sistémico com
agonistas dos receptores 5-HT,a causava hipertermia, a qual era exacerbada pela
ministracdo de antagonistas 5-HTia. Injecdes i. v. de agonistas de receptores 5-HTia
causam queda na Tc de ratos (Hedlun, et al., 2004; Zuideveld et al., 2001), mas o
tratamerto no LC com antagonistas dos receptores 5HT;a ndo causa nenhuma variacdo
significativa na Tc dos animais (Figura. 6). Este resultado ndo é surpreendente, pois
durante a eutermia mesmo alesdo do LC ndo afeta a capacidade termogénica dos ratos sgja

durante a exposi¢ao ao frio ou pela injecdo de noradrenadina (Almeida et al., 2004).

A auséncia de efeito na manipulagdo do sistema serotoninérgico no LC sobre a
homeostase térmica foi confirmada pelos resultados do protocolo 4 (Figura 8), nos quais o
antagonista dos receptores 5-HT,a ndo causaram modificagbes na Tc dos individuos. O
envolvimento dos receptores 5-HT,a com a Tc (eutermia) limita-se a outras situagOes e
sitios de acdes. Esta classe de receptores medeia hipertermia, no modelo anima de
sindrome de 5-HT (Nisijima et al., 2000), durante a deplecdo de 5HT utilizando p-
cloroanfetaminano SNC (Yamada et al., 2001) ou perifericamente (Sugimoto et al., 2000).
A serotonina (Lin, et al, 1983, 1998) e 0 LC (Steininger et al., 2001) estéo envolvidos com

Tc, porém os efeitos observados no presente estudo com a administracdo dos antagonistas
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WAY -100635 e ketanserina, no LC, ndo suportam a interacdo tonica destes dois sistemas

como efetores na manutencao da temperatura corporal.

O envolvimento dos neurénios catecdaminérgicos do LC, durante a febre induzida
por LPS, esta relacionado com Orgdos termogénicos e hdo com mecanismos vasomotores
(Almeida et al., 2004). Este fato fez com que fosse adequada a utilizacdo de Ta subneutra
(25°C) nos nossos experimentos. Condigdo na qual os individuos estdo com o tdnus
vasomotor aumentado e, portanto qualquer elevacdo da Tc é devido a termogénese e ndo a
conservagao de calor (Gordon, 1990; Rand et al., 1965; Stitt, 1973). Deste modo as
respostas febris dos animais controle observadas nos protocolos 3 (LPS 10 pug/kg) e 5 (LPS

100 pg/kg) foram semelhantes ao do protocolo 1 para as respectivas doses.

Blessing (2004), através de ativagcdo de receptores 5HT;a Sistémicos, descreveu a
ocorréncia de vasodilatacdo periférica e reducdo no aumento da Tc durante o inicio da
resposta febril. A febre, no entanto, ndo foi abolida e o autor cogita a ativagdo destes
receptores serotoninérgicos com caréter clinico durante febres excessivas. Se for seguido o
raciocinio do efeito hipotérmico causado pela ativagdo dos receptores 5HT;a (Zuideveld et
al., 2001; Hedlun et al.,, 2004), o blogqueio dos mesmos receptores poderia causar
hipertermia, que durante a febre, 0 aumento da Tc poderia vir a ser excessivo e, portanto,
prejudicial. Este realmente ndo foi o resultado encontrado na Tc¢ dos animais que receberam
0 antagonista WAY-100635 no LC, durante a febre induzida por LPS (10 pug/kg, Figura?7).
A resposta febril, dos animais tratados com WAY -100635 no LC, assemelhou-se as dos

animais controle.

Os resultados do protocolo 5 apontam a participacdo dos receptores 5HTza do LC na

febre induzida por LPS, mais precisamente na primeira fase da resposta febril. Os
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mecanismos especificos associados a cada uma das fases da febre ainda sdo objeto de
estudo. Sabe-se que a PGE; produzida na periferia e as enzimas que sdo expressas durante a
sua sintese de estdo associadas com a fase inicia da febre induzida por LPS (lvanov et al.,
2002). A primeira fase da resposta febril é produzida em resposta a sinalizagdo das células
hematopoéticas via receptores TLR4, principamente nos macréfagos (Steiner et al.,
2006a). Nas céulas hematopoéticas, entre outros fendmenos, ocorre a fosforilagdo da
fosofolipase A citosdlica e o aumento transcricional da COX-2 (Steiner et al., 2006b).
Outra propriedade conhecida é sobre a atividade das respostas autondmicas termogénicas,
que sdo alteradas distintamente durante a febre, exceto no periodo inicial quando em todos
0s 6rgéos estao da mesma forma elevados. (Cabanac, 2006).

No hipotdlamo, durante a febre induzida por IL -1, h&d aumento de 5HT e ativagéo
de neurdnios via receptores 5HT»a, que gera uma sSituacdo de hipertermia (Chio et al.,
2005). Durante a febre, os nucleos da rafe sdo ativados j& que também compde uma via
termogénica e a estimulagdo dos nucleos da rafe aumenta a quantidade de 5HT no LC.
Estes dados, junto com o resultado do presente estudo, leva-nos a especular que a
modulacdo serotoninérgica no LC através de receptores 5HToa € responsavel pelo
incremento da termogénese durarte a fase inicia da resposta febril. Estes mesmos
receptores se antagonizados, na POA, no decurso a febre, atenuam a elevagdo da
temperatura corporal (Chio et al., 2005).

Parece ndo haver uma interacéo funcional entre os receptores 5HT14 € 5-HT2a, NO

LC, em relacdo a Tc, durante a febre. Mas, dentre os 14 subtipos de receptores
serotoninérgicos descritos (Hoyer et al.,, 2002), evidéncias crescentes indicam que
receptores 5-HT estdo, de fato, regulando a Tc (cf. Lin et al., 1998). Este trabalho mostrou,

pela primeira vez, que a via termoefetora da qual o LC participa, est4 relacionada com a
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primeira fase da febre induzida por LPS, sendo ela modulada por receptores 5HT,a, NO
LC.

Este resultado inédito correlaciona os receptores 5HT,5 com a primeira fase
resposta febril a0 LPS confirmando a dependéncia de mudltiplos fatores para o
estabelecimento da resposta febril. Revela especificidade de ativagdo de uma dada via,

relacionada com 0 seu estimulo ativador e com o neurotransmissor responsavel pela sua

acéo
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CONCLUSOES

-Os receptores 5HT,4 € 5HT,, do LC néo participam da manutencdo da Tc no

estado eutérmico.

-Os receptores serotoninérgicos 5-HT,, do LC ndo estdo envolvidos com a ateracéo

da Tc durante a resposta febril induzida por LPS.

-O blogueio dos receptores 5HT,, do LC causa abolicdo da fase inicial da febre

induzida por LPS.
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