UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FISIOLOGIA

PARTICIPACAO DA VIA HEME OXIGENASE-
MONOXIDO DE CARBONO-GMPc,
NO LOCUS COERULEUS,
NA RESPOSTA TERMORREGULATORIA
A ENDOTOXINA E AO ESTRESSE.

MARIA IDA BONINI RAVANELLI

Ribeirdo Preto
2007




Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



MARIA IDA BONINI RAVANELLI

PARTICIPACAO DA VIA HEME OXIGENASE-
MONOXIDO DE CARBONO-GMPc,
NO LOCUS COERULEUS,
NA RESPOSTA TERMORREGULATORIA
A ENDOTOXINA E AO ESTRESSE.

Tese apresentada ao programa de Pos-
Graduacao em Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto para obtengao
do grau de Doutor em Ciéncias, sob
orientacdo do Prof. Dr. Luiz Guilherme de
Siqueira Branco.

Ribeirdo Preto
2007



FICHA CATALOGRAFICA

Ravanelli, Maria Ida Bonini
Participacdo da via heme oxigenase-monoxido de carbono-GMPc, no locus
coeruleus, na resposta termorregulatdria a endotoxina e ao estresse.

Ribeirdo Preto, 2007.
74p.,1il;30cm

) Tese de doutorado apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP-
Area: fisiologia.
Orientador: Luiz Guilherme de Siqueira Branco

1. Temperatura corporal 2. Inflamagdo sistémica. 3. Lipopolissacarideo. 4. Estresse. 5.
Febre. 6. Hipotermia.




AGRADECIMENTOS

Agradego a toda minha familia pelo apoio e respaldo durante toda minha vida,

permitindo meu desenvolvimento pessoal e profissional.

Agradeco ao Prof. Luiz Guitherme de Siqueira Branco pelo voto de confianca e por ter-
me acolhido em seu laboratdrio, onde pude aprender no dia-a-dia que a construcdo de
uma carreira requer premissas relativamente simples, mas valorosas, como
planefamento, otimismo, e principalmente, a aposta em nossa capacidade plena de

concretizar cada um desses planos.

Aos preciosos amigos do laboratorio, e também colaboradores: Luciane, Renata, Kénia,
Mirela, Valéria, Giovani, Alexandre, Stella, Carol, Tatiane, Diego, pela amizade e por
afjudarem transformar momentos dificeis em etapas superadas. Ao Mauro, Gustavo e

especialmente a Lidiane pelo inestimavel auxilio no desenvolvimento deste trabalho.

A Maria Camila, amiga verdadeiramente generosa, que incentivou e participou
diretamente de etapas importantes deste trabalho com seu auxilio, apoio e

ensinamentos irretribuivers.

A Fabiola pela amizade verdadeira e pelos momentos de descontracdo no convivio

diario, pelo incentivo e confianga.

Ao meu namorado Nelson pelo incentivo, credibilidade, compreensdo e confianga, que
proporcionaram tranquilidade e seguranga, fundamentais para concretizagdo deste

trabalho.

Aos funcionarios e professores do Departamento de Fisiologia e da Comissdo de Pos-
graduagdo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP e do Departamento de
Morfologia, Estomatologia e Fisiologia da Faculdade Odontologia de Ribeirdo Preto-
USP.

Aos professores Dr. Candido Coimbra, Dr. Mauro Martins Teixeira, Dr. José Antunes
Rodrigues e Dr. Guilherme Lucas, pela disponibilidade para compor a banca

examinadora.



A Fundacdo de Amparo a Pesquisa no Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pelo apoio
financeiro e pela bolsa concedida.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e a

Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio

financeiro.



SUMARIO

LRESUMO ...ttt bbbt h e h bttt b e e b e e e b et e b et e nb e e be e sbeenbeenbeenereanre s 1
2 AB ST RA T ittt et h e bt R b e b e R e e R et R et R bt ae e be e ebeenReenreenbeenrbennbe s 2
BUANTRODUGAD ...ttt ettt n ettt en st s en e s s 3
3.1.TeMPEratura COMPOTAL .........oii ettt sttt ettt et eneeste e e neeseeeneeseeenes 3
3.2.Regulacao da temperatura COTPOTal..........ccoiiiieiieieciee it ens 4
3.3.Febre ou hipotermia: como o organismo resposnde aos eStimulos? ........c.cccovvevevecieceiecnnn, 9
34,0 1OCUS COBTUIBUS ...ttt bbb bbb ettt 15
3.5.A via heme oxigenase-mondxido de carbono-GMPC............cccvviiiiiiiiicie e 17
BLOBUIETIVOS ..ttt ettt bbbt e b e e kb e e bt e st e e be e nbe e sbe e saeeeanenbeenebennbe s 22
5.MATERIAL E METODOS ......oviieieieeeieteeee e tes et tesis s s s s s sanae s nen o, 23
SLLLANIMATS ..ot b bbbt R R h b b r ettt b et 23
5.2.Dr0gas ULIHIZAAAS .........ecvveiiiie et sttt et be e st e reenaesreare s 23
5.3.Procedimentos CIFUIGICOS .......cviiiiieiieiteeite e etee st e te et e s e te e tesbeebe e besbe e e e sbesaeestesbaesbesbenreas 24
5.4.MiCroinjeGOes € NISTOIOGIA. ... c.viuiiiiriiiteiiei e 25
5.5.Medidas de temperatura COrPOral ..........cccueiiieiiiiiiiiiie e 26
5.6.ESreSSe 08 CONMTENGAD .......c.viuieiiiiitisiete ettt bbbttt b et n e 27
5.7.Protocolos EXPErIMENTAIS ......cccciiiieiiiieiiesie ettt re ettt s e e e te e e sresraebesreare s 28

5.7.1.Participagéo da via HO-CO-GMPc na febre induzida por endotoxina (LPS) em ratos ... 28

5.7.2.Participacédo da via HO-CO-GMPc na reducdo da temperatura corporal induzida por

estresse de CoNteNGAO AQUAO EM FALOS ......oveiureeerierie e eteeiesteereeeesteeeeseeseeeeeseeeseeeesreeneeneesnenns 31
5.8.Analise estatistica d0OS dAUOS .........ccceririirieiiiieisise e 33
B.RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt st e et e s e s e seese et e ste st et e e eneeneanentennenneneas 35
6.1.MICrOINJEGAD INTIA-LC ..ottt 35
6.2.Participagéo da via HO-CO-GMPc na febre induzida por endotoxina (LPS) em ratos .......... 36
B.2. L. EXPEIIMENTO L ...t 37
B.2.2.EXPEIIMENTO 2 ...ttt sttt et et e et et e b e e n b reeae e b e nre e nreenes 38
B.2.3.EXPEIIMENTO 3. ..t 39
B.2.4. EXPEIIMENTO 4 ..ottt sttt st e st et et e e ae e r e e et e re et e reenes 40
B.2.5. EXPEIIMENTO 5. .ot et sre e ns 41
6.3.Participacdo da via HO-CO-GMPc na reducdo da temperatura corporal induzida por
estresse de CONtENGED AQUAD EIM TALOS ........eoververrerrererieiieiest sttt sne s 43
B.3.L.EXPEIIMENTO L ...ttt bt 43
6.3.2.EXPEIIMENTO 2....eciee et e st et e et eeee e te e sreesneesneennreens 44



6.3.3.EXPEIIMENTO 3 ... ittt e e et e e et e e sre e nreesnneanreens 45

6.3 4. EXPEIIMENTO 4 ...ttt ettt sttt ettt se e ste s e eteereentenbeene e teaneeneenreenes 46
T.DISCUSSAD. ...ttt 48
7.1.Participagéo da via HO-CO-GMPc na febre induzida por endotoxina (LPS) em ratos .......... 48
7.2.Participacdo da via HO-CO-GMPc na reducgdo da temperatura corporal induzida por
estresse de CONteNGAO AQUAO BM FALOS .......ecveruerieeierieeeerteriee e steereeseesteeseestesneeseeseeaneeseesreeneeseeareas 52
B.CONCLUSOES.......ouiiriieitiiete ettt 58
9.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ........ooiieieieeieeieiete e ses et 59
ANEXO 1
ANEXO 2



Resumo



1. RESUMO

O monoxido de carbono (CO) € um mensageiro gasoso na sinalizagcdo central
capaz de difundir-se das células onde é produzido e regular a temperatura corporal por
meio da ativacdo da GCs, uma hemeproteina citosolica que catalisa a producdo de
GMPc. A heme oxigenase (HO, enzima que catalisa 0 metabolismo de heme em CO,
biliverdina e ferro em quantidades equiolares) é a enzima responsavel pela producéo
enddgena de CO e ¢ induzida por uma variedade de estimulos como estresse oxidativo e
nitrosativo, lipopolissacarideo/endotoxina (LPS) e glicocorticoides. No entanto, o sitio
de acdo no qual o CO exerce seus efeitos termorregulatorios no sistema nervoso central
ainda ndo foi identificado. O locus coeruleus (LC) é um grupo bem delineado de células
adjacente ao assoalho do quarto ventriculo na regido pontina do tronco encefélico e é o
principal ndcleo noradrenérgico do SNC. O LC contém grande quantidade de GCs e
HO. Recentemente, foi demonstrado que os neurdnios noradrenérgicos do LC sdo muito
importantes para o desenvolvimento da febre induzida por LPS, bem como para as
respostas fisiologicas ao estresse. Em vista disso, o possivel envolvimento da via HO-
CO-GMPc no LC no controle termorregulatério apds o estimulo com LPS e estresse de
contencéo foi investigada. A inducdo da via da heme oxigenase utilizando heme-lisinato
(7,6 nmol, intra-LC) atenuou a resposta febril ao LPS e aumentou a resposta
hipotérmica ao estresse, e esses efeitos foram prevenidos pela administracdo de ODQ
(inibidor da enzima GCs, administrado intracerebroventricularmente, 1.3 nmol). Além
disso, ZnDPBG (inibidor da HO; 5 nmol, intra-LC) aumentou a resposta febril ao LPS e
atenuou a hipotermia induzida pela contengdo. Em conjunto, os dados indicam que o
CO enddgeno no LC, produzido pela HO e atuando via GMPc apresenta efeito
antipirético durante a febre induzida por LPS e um efeito criogénico na hipotermia

induzida pelo estresse de contencdo em ratos.
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2. ABSTRACT

Carbon monoxide (CO) has been identified as a diffusible signaling messenger
in the brain, capable of altering body temperature by stimulating soluble guanylate
cyclase (sGC). Endogenously, CO is produced by heme oxygenase (HO, the enzyme
that catalyses the metabolism of heme to CO, along with biliverdin and free iron) witch
is induced by various stimuli, including oxidative and nitrosative stress, bacterial
lipopolysaccharide (LPS) and glucocorticoids. However, its brain site of
thermoregulatory action remains unclear. Locus coeruleus (LC) is a well-delineated
cluster of noradrenaline-containing neurones located adjacent to the fourth ventricle in
the pontine brainstem, rich not only in sGC but also in heme oxygenase-2 (HO-2).
Recently, LC was reported to play a major role in the development of LPS induced
fever and have been show playing a role in the physiological responses to stress.
Therefore, the possible thermoregulatory role of the HO-CO-cGMP pathway in the
LPS-induced fever and restraint stress by LC neurones was investigated. Induction of
the HO pathway using heme-lysinate (7.6 nmol, intra-LC) attenuated the febrile
response to LPS and augmented the hypothermic response to restraint, and these effects
could be prevented by pretreatment with ODQ (an sGC inhibitor; given
intracerebroventricularly, 1.3 nmol). Moreover, ZnDPBG (an HO inhibitor; 5 nmol,
intra-LC) augmented the febrile response and blunted the restraint hypothermia. Taken
together, these data suggest that CO in the LC produced by the HO pathway and acting
via cGMP plays an antipyretic or a cryogenic role during LPS-fever and restraint

hypothermia in rats, respectively.
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3. INTRODUCAO
3.1. TEMPERATURA CORPORAL

A temperatura corporal interna (T.) € um dos mais importantes sinais vitais, tal
como sao as freqliéncias cardiaca e respiratoria. Assim sendo, a T, € freqlientemente
monitorada em pacientes hospitalizados, e € um importante indicativo do estado de
salde do paciente. Essa énfase dada a T, é fundamentada pela sua forte influéncia sobre
as funcdes fisiologicas e pelo fato de alteracBes na T. serem importantes sintomas de
estados patoldgicos (Blatteis, 1998; Milton, 1998).

A T, esté entre as constantes mais bem defendidas nas espécies homeotérmicas.
Isso é resultado da evolucdo de mecanismos que regulam a troca de calor com o
ambiente e de mecanismos capazes de regular a producdo basal de calor pelo corpo e a
producéo adicional de calor em resposta a ambientes frios, situagdo na qual apenas a
produgdo metabdlica basal de calor e os mecanismos de conservacdo de calor ndo sdo
suficientes para manter a T.

Ao considerarmos os efeitos da temperatura em diversas reagdes bioquimicas e
fisioldgicas, torna-se evidente a importancia da regulacdo e manutencdo da T, em niveis
relativamente constantes. A T, tem forte influéncia nas reacdes enzimaticas (Dejours,
1981), na contratilidade muscular (Wasserstrom & Vites, 1999), na interagdo hormonio-
receptor (Hinkle et al, 1980), na atividade neuronial (Aihara et al, 2001) e nas funcdes
imunolégicas (Wenisch et al, 1996).

Ao langarmos os olhos & humanidade compreenderemos a idéia de A. S. Milton
(1998) de que a sociedade moderna, tal qual conhecemos hoje, ndo existiria se o
homem, um mamifero tropical, ndo tivesse aprendido manter sua T, em situacdes

climéticas adversas com o uso de vestimentas, construcdo de casas e abrigos.
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3.2. REGULACAO DA TEMPERATURA CORPORAL

Na década de 30, John Hunter sugeriu que os animais fossem divididos em dois
grupos distintos de acordo com sua capacidade de termorregulacdo: animais com T,
constante a animais com T variavel. Em 1947, Bergmann introduziu os termos
homeotermia (do grego, homos, semelhante) e poiquilotermia (do grego, poikilos,
inconstante) para definir essas duas classes de animais (cf Milton, 1998). No entanto,
esses termos de classificagdo deixaram de ser utilizados & medida que os estudos em
termorregulagdo foram sendo aprimorados por nédo refletirem, com exatiddo, toda a
complexidade de recursos que os animais utilizam para controlar sua Tc.

Mais recentemente, foi proposto (Blatteis, 1998) que os animais poderiam ser
melhor classificados como endotérmicos e ectotérmicos, de acordo com a origem da
principal fonte de calor que utilizam para regular a temperatura corporal. Os animais
endotérmicos (aves e mamiferos) sdo capazes de manter a temperatura corporal dentro
de uma faixa satisfatoria as suas necessidades pela producdo interna de calor. Esses
animais possuem de um modo geral, taxa metabdlica elevada e termorregulam de forma
autonémica e comportamental, mantendo sua T, dentro de uma faixa estreita a despeito
das modificagcdes na temperatura ambiente. Os animais ectotérmicos (répteis, anfibios e
peixes) por sua vez, possuem taxa metabdlica muito baixa e termorregulam
primariamente de modo comportamental dependendo de fontes externas ou ambientais
de calor. Assim, sua T, € regulada dentro de uma faixa mais ampla, dependendo
diretamente de sua temperatura de preferéncia.

Como mencionado, 0s animais endotérmicos regulam sua T, por meio de
mecanismos autondmicos e comportamentais. O mecanismo termorregulatorio
comportamental envolve a troca de calor com o ambiente selecionado e esté relacionado

a selecdo e busca por ambiente quente ou frio, ou da adocdo de posturas corporais
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(encolhida ou estirada), sendo diretamente dependentes das sensacGes de frio ou calor
(Cabanac, 1998). O mecanismo termorregulatorio comportamental € o mais eficiente e
pode ser sustentado por mais tempo do que as respostas autonémicas complementares.
Também € o mais econdmico do ponto de vista energético, uma vez que envolve a troca
passiva de calor com o ambiente selecionado. Ja 0s mecanismos autondmicos sdo
aqueles que possibilitam o organismo manter sua T, com uma relativa independéncia
das condi¢bes ambientais, sendo modulados de forma involuntéaria. Dentre eles, tém-se
0s mecanismos de ganho de calor e os mecanismos de perda de calor. Os mecanismos
de ganho de calor incluem a producdo metabdlica de calor por tremor (tremor de
masculos estriados), a producdo metabdlica de calor por ndo-tremor (produgdo
metabdlica basal e pelo tecido adiposo marrom, quando este esta presente) e também os
mecanismos de conservacdo de calor, que envolvem principalmente vasoconstricdo
periférica e piloerecdo. Os mecanismos de perda de calor envolvem a vasodilatagdo
periferica, ofegacdo e sudorese. Todos esses mecanismos sd0 controlados
primariamente pelo sistema nervoso autondmico e sdo recrutados de acordo com o
estimulo ambiental (observe a Figura 1). O balanco entre o ganho e a perda de calor
determina a T, do animal (Szelényi & Székely, 1979; Werner, 1998), que deve ser
regulada dentro de uma estreita faixa de temperatura conhecida como set point
termorregulatorio (Briese, 1998; Kluger, 1991), ou mais recentemente denominada

ponto de balanco (cf. Romanovsky, 2007).
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Mecanismos Autonémicos de Regulacdo da Temperatura Corporal
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Figura 1. Recrutamento dos mecanismos autondmicos de regulacdo homeostatica da temperatura
corporal (T.) de acordo com a temperatura ambiente (T,) em animais endotérmicos. A exposicdo ao frio
ativa mecanismos de conservagao/producao de calor e inibe mecanismos de perda de calor. O contrario
ocorre quando o animal é exposto ao calor.

A reducéo da temperatura ambiente, e a consequente tendéncia de reducdo da T,
leva & ativagdo dos mecanismos de producgdo/conservacdo de calor e a inibicdo dos
mecanismos de perda de calor para o ambiente. Ao passo, que quando ocorre uma
elevacdo na temperatura ambiente 0os mecanismos de perda de calor s&o ativados e os de
produgéo de calor sdo inibidos. A capacidade de um organismo de manter a T,
relativamente constante, apesar de variagdes na temperatura ambiente, depende da
habilidade do sistema nervoso em sentir e integrar as informacOes térmicas interna e
ambiental, gerando uma resposta termorregulatéria apropriada (Boulant, 1998a;
Boulant, 1998b). As vias somatossensoriais fazem a comunicacdo da periferia ao

sistema nervoso central (SNC), sendo a area pré-optica do hipotalamo anterior (POA) a

16



principal regido do SNC responsavel por receber e integrar as informacdes térmicas,
coordenando o controle da Te.

A temperatura ambiente € detectada por sensores localizados na pele, que séo
fibras aferentes do tipo C, ou seja, terminagdes nervosas livres de pequeno diametro,
amielinizadas, denominadas termorreceptores periféricos. Os termorreceptores
periféricos sdo de dois tipos; os sensiveis ao frio aumentam sua freqliéncia de disparos
com a reducdo da temperatura, e 0s sensiveis ao calor aumentam suas freqiiéncias de
disparos quando a temperatura se eleva. Grande parte dos termorreceptores sensiveis ao
frio e ao calor apresenta-se ativa em temperaturas ao redor de 33°C, temperatura da pele
em situacdes de termoneutralidade na maioria dos mamiferos. Assim, acredita-se que
ambos sdo capazes de levar informacdes térmicas da periferia para 0 SNC na maioria
das condicoes fisiologicas.

A informacdo gerada pelos termorreceptores periféricos adentra o SNC pelo
corno dorsal da medula espinhal e alcanca os niveis superiores de integracdo térmica
pelos tratos espino-talamico e espino-hipotalamico. Parte dessas informacdes alcanca o
tadlamo ventrobasal, de onde a informacao discriminativa da temperatura cutanea parte
para o cortex somatossensorial. Entretanto, essa informacdo discriminativa ndo tem
validade para a regulacdo da T, para qual sdo necessarias informacdes sobre a
temperatura média de grandes areas da pele. Neste Gltimo caso, as informac6es
convergem na formacéo reticular do tronco encefalico, de onde se projetam para outras
areas, incluindo a POA (Boulant, 1998b), por duas vias neuroniais principais: o feixe
prosencefalico medial e o estriado periventricular.

Além dos termorreceptores periféricos também existem os centrais, responsaveis
por detectar a temperatura corporal interna. Os termorreceptores centrais sdo populacdes

de neurdnios localizados em diversos niveis do SNC, incluindo a medula espinhal, a
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formacéo reticular e a POA (Boulant, 2000). Estudos demonstram que a maioria dos
termorreceptores centrais sao sensiveis ao calor, ao contrario do que ocorre na periferia
do corpo (cf. Romanovsky, 2007). Os termorreceptores da medula espinhal tambem se
projetam para POA, levando informacdes sobre a T, interna do animal (Boulant &
Hardy, 1974). Na POA, a informacéo térmica € integrada e processada gerando sinais
efetores para diferentes regides do SNC, que por fim, ativam as respostas

termorregulatdrias apropriadas.
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3.3. FEBRE OU HIPOTERMIA: COMO O ORGANISMO RESPONDE AOS
ESTIMULOS?

O estado febril é certamente o sintoma indicativo de enfermidade mais antigo. A
febre € uma das varias respostas de defesa do hospedeiro a invasdo do organismo por
microorganismos patogénicos como bactérias e virus, bem como a outros insultos
deletérios, quimicos ou fisicos. Apesar de desagradavel e debilitante, a resposta febril é
benéfica ao organismo (Kluger, 1991). A febre ocorre como resultado de uma interacao
fasica e complexa entre fatores solGveis e células, que se inicia na periferia pela
presenca de patdgenos ou seus produtos e entdo, é transmitida aos niveis superiores do
SNC. Este, por sua vez, é o responsavel pela modulacdo da resposta febril. Este
processo envolve, tanto na periferia como no encéfalo, mediadores que promovem
concomitantemente sinalizagdo pro- e anti-pirética em diferentes pontos desta via.
Dessa forma, a febre é um processo estritamente regulado, apresentando mecanismos
capazes de prevenir uma resposta febril exagerada e deletéria durante desafios
infecciosos sistémicos.

De modo geral, as respostas enddcrinas, metabdlicas e imunoldgicas do
organismo a um agente invasor podem ser temporalmente divididas em respostas de
fase aguda e tardia. A primeira seria responsavel pela restricdo ao dano, e a segunda
pelo reparo tecidual e pelo desenvolvimento de defesa especifica. A febre é considerada
uma das principais respostas de fase aguda, que € iniciada pela ativacdo do sistema
imune (Zeisberger, 1999).

O lipopolissacarideo (LPS) é a forma purificada de um composto extraido da
parede celular de bactérias Gram-negativas (endotoxina) e ¢ amplamente utilizado em

laboratério como modelo experimental para estudar as respostas inflamatorias.
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Quando um agente inflamatorio, como por exemplo, 0 LPS, rompe as barreiras
de um organismo ocorre a inducdo liberacdo e sintese de diversos mediadores
enddgenos. Entre os principais, estdo as citocinas: interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6
(IL-6) e o fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), de origem peptidica (Kluger, 1991) e
outros derivados do metabolismo de lipidios como as prostaglandinas (PGs) (Milton,
1989). As citocinas sinalizam o SNC de que uma resposta inflamatdria estad em curso.
No entanto, ainda é controverso de que maneira esses mediadores produzidos
perifericamente sinalizam o SNC, particularmente a POA, uma vez que sdo peptidios
relativamente grandes, incapazes de atravessar livremente a barreira hematoencefalica
(BHE). Quatro principais hipdteses foram propostas até o0 momento: 1- existéncia de
transporte transendotelial saturdvel (Banks et al, 1995); 2- entrada através de regides
onde a BHE é ausente ou enfraquecida, como os 6rgaos circunventriculares (Blatteis et
al, 2000; Takahashi et al, 1997); 3- sinalizacdo neural, principalmente via nervo vago
(Blatteis & Sehic, 1997a; Romanovsky et al, 2000) e 4- interacdo com células
endoteliais de microvasos encefalicos que resultariam na producéo e liberacdo de PGE;
(Elmquist et al, 1997; Schiltz & Sawchenko, 2003; Tilders et al, 1994).
Independentemente da via ativada, o resultado final serd 0 mesmo; a sintese de PGE,, 0
mediador final da febre. Na POA, a PGE; interage com receptores EP3 (Oka et al,
2003) reduzindo os niveis de AMPc (Steiner et al, 2002; Steiner & Branco, 2003), um
sinal efetor é entdo enviado para outras areas do SNC localizadas no hipotalamo,
mesencéfalo, ponte e bulbo; todas envolvidas no controle da atividade termoefetora
resultando no aumento da Tc. No rato, a T, irdA aumentar como conseqliéncia do
aumento de termogénese no TAM e vasoconstri¢do periférica, especialmente nos vasos
sanguineos da cauda, 6rgdo importante para troca de calor no rato. As vias

termoefetoras ja caracterizadas estdo representadas na Figura 2.
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Figura 2. Circuitarias neuroniais possiveis no controle do tdnus vasomotor da pele da cauda (A) e
termogénese no tecido adiposo marrom (B) no rato. Abreviacdes: DMH, hipotdlamo dorsomedial; IML,
coluna intermediolateral; LC, locus coeruleus; MPO, area pré-optica medial; PAG, substancia cinzenta
periaquedutal; PVN, nicleo paraventricular do hipotalamo; RF, regido retrorubral; Rmg, rafe magnus;
Rpa, rafe palidus; SG, ganglio simpatico; VTA, area tegmental ventral.
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Por outro lado, a hipotermia associada a inflamagdo sisttmica é comumente
encontrada nos quadros de sepse ou, experimentalmente pela administracdo de altas
doses de LPS. Hoje em dia esta hipotermia é reconhecida como uma resposta
termorregulatdria e considerada um sintoma de substancial valor clinico. No entanto,
esta resposta foi considerada por muito tempo como mera uma falha dos mecanismos
termorregulatdrios. Nesse sentido, a hipotermia refletiria a inabilidade de um organismo
em choque em regular a T, (Romanovsky et al, 2005). Porém, sugere-se hoje que esta
resposta envolva mecanismos termorregulatorios especificos que incluem a inibicdo da
termogénese acoplada a procura por um ambiente frio (Romanovsky et al, 1996).
Recentemente, a hipotermia induzida por LPS passou a ser foco de estudo de muitos
laboratérios. No entanto, os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da resposta
hipotérmica, bem como seu significado bioldgico sdo ainda bem menos conhecidos que
os da febre.

Embora a febre seja considerada um importante e bem conhecido sintoma
durante a resposta inflamatoria, h& diversas evidéncias de que ela possa desenvolver-se
também em resposta a uma variedade de estressores psicoldgicos (cf. Oka et al, 2001).
A exposicdo do animal a condi¢6es hostis ou desagradaveis (usualmente conhecidas por
condicBes de estresse) resultam em uma série de respostas coordenadas e organizadas
que podem aumentar a probabilidade de sobrevivéncia. Essas respostas incluem a
mobilizacdo de reservas energéticas para o encéfalo e masculos, aumento das taxas de
perfusdo e utilizacdo de glicose pelo SNC, aumento do débito cardiaco e da freqiiéncia
respiratéria, diminuicdo do apetite e da funcao reprodutiva, entre outras (cf. Carrasco &
Van de Kar, 2003). As situagdes que geram estresse ou ansiedade como, por exemplo, o
manuseio, a contengdo fisica, exposi¢cdo a campo aberto, exposicdo a ambiente novo

podem levar também a um aumento da T. de roedores, um fendmeno conhecido por
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febre ou hipertermia induzida por estresse (Briese & Cabanac, 1991; Kluger et al, 1987,
Olivier et al, 2003 ). Interessantemente, esta resposta tende a desaparecer apds varias
sessOes de treinamento (Romanovsky et al, 1997; Steiner et al, 2001), reforcando sua
natureza psico-emocional. Os argumentos que reforcam que o aumento de T, em
resposta a estimulos estressores trata-se de febre, e ndo de hipertermia, incluem o fato
de que essa resposta é atenuada com o uso de salicilato de sddio ou indometacina, dois
antipiréticos que ndo apresentam efeito na hipertermia (Briese & Cabanac, 1980; Kluger
et al, 1987; Singer et al, 1986). Além disso, Brise & Cabanac (1991) relataram que o
aumento da T, induzido por estresse emocional resulta da interacdo entre respostas
termogénicas, termoconservatorias e de dissipacdo de calor. Muitas evidéncias
defendem ainda, que a febre por estresse apresenta mecanismos similares a febre
induzida por LPS. Ambas sdo acompanhadas por aumentos nos niveis das citocinas IL-
1B e IL-6 (LeMay et al, 1990; Minami et al, 1991) e pela ativacao do eixo hipotalamo-
hip6fise- adrenal (HPA) (Turnbull et al, 1998; Turnbull & Rivier, 1999). Além disso,
ambas sdo atenuadas por drogas anti-piréticas ndo-esteroidais (Morimoto et al, 1991;
Singer et al, 1986) ou pela administracdo de inibidores da 6xido nitrico sintase (NOS)
(De Paula et al, 2000).

Embora a febre ou hipertermia induzida pelo estresse de contencdo seja um
fendmeno observado por varios grupos de pesquisa em ratos, (Morley et al, 1990;
Stewart & Eikelboom, 1979) camundongos (Zethof, et al, 1994) e coelhos (Snow &
Horita, 1982), nas Ultimas décadas, tém-se relatado que a contencdo pode provocar
também reducdo na temperatura corporal (ou hipotermia) em ratos (Herbert & Howes,
1993; Shimada & Stitt, 1982; Stamp & Herbert, 1999; Stamp & Herbert, 2001) e
camundongos (Johnson et al, 2000). Semelhante a febre/hipertermia, esta resposta

hipotérmica também é atenuada apds sessdes repetidas de estresse (Stamp & Herbert,
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1999; Stamp & Herbert, 2001). Herbert & colaboradores (Herbert & Howes, 1993;
Stamp & Herbert, 1999; Stamp & Herbert, 2001) demonstraram o envolvimento do
horménio liberador de corticotropina (CRF) e a alteracdo dos niveis de corticosterona e
de opioides no desenvolvimento e na adaptacdo dessa resposta em ratos. Além disso, foi
demonstrado que o estresse de contengdo reduziu a termogénese por tremor durante a
exposi¢do ao frio (Shimada & Stitt, 1982). Porem, ainda hoje, muito pouco se sabe a
respeito dos mecanismos autonémicos e enddcrinos envolvidos na resposta hipotérmica

ao estresse de contencao.
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3.4. O LOCUS COERULEUS

Existem evidéncias de que a norepinefrina seja um importante neurotransmissor
envolvido na génese da febre. A administracdo sisttémica de agentes pirogénicos e
citocinas causa ativacao rapida dos terminais noradrenérgicos na POA (Dunn & Wang,
1995; Linthorst et al, 1995). Tanto estudos in vitro (Malik & Sehic, 1990) quanto in
vivo (Sehic et al, 1996) demonstraram que a norepinefrina é capaz de causar a liberacao
de PGE;, mediador terminal da resposta febril na POA (Blatteis & Sehic, 1997b). Além
disso, a deplecdo de catecolaminas no SNC com o0 uso da neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) abole a febre induzida por IL-1 em ratos (Ovadia et al,
1989).

O LC é o principal nacleo noradrenérgico DO SNC e esté localizado adjacente
ao assoalho do quarto ventriculo, na regido pontina do tronco encefalico (Berridge &
Waterhouse, 2003). Estima-se que aproximadamente 50% de todas as projecOes
noradrenérgicas do SNC originam-se no LC (Aston-Jones et al, 1995; Berridge &
Watterhouse, 2003). Devido a sua localizacdo estratégica, o LC pode transmitir
informagdes para a POA ou entdo, controlar a atividade neuronial termoefetora. O LC
recebe projecdes do nucleo do trato solitario (Van Bockstaele et al, 1999) e projeta-se
para a POA (Aston-Jones et al, 1995). Assim, os neurdnios do LC poderiam estar
envolvidos na sinalizacdo aferente da resposta febril via nervo vago. Por outro lado, o
LC também recebe projecdes da POA (Steininger et al, 2001) e projeta para regides
envolvidas no controle da atividade termogénica efetora (Grzanna & Fritschy, 1991;
Jones & Yang, 1985; Morrison et al, 1999; Uno & Shibata, 2001). Mais recentemente,
em 2004, nosso grupo demonstrou que de fato, o LC esté envolvido na via termoefetora
da febre, ndo tendo participacdo na sinalizacdo aferente para a POA, pelo menos durante

as respostas febris induzidas por LPS e PGE; (Almeida et al, 2004), confira na Figura 2.
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Além disso, o LC também € considerado um componente importante na
circuitaria neuronial envolvida nas respostas ao estresse, participando da regulacdo das
respostas neuroenddcrinas aos agentes estressores (Carrasco et al, 2003; Lachuer et al,
1991; Sved et al, 2002). Experimentos em ratos demonstraram que o LC apresenta um
significativo aumento da expressdo de c-fos quando o animal é exposto a uma Unica
sessdo de estresse de contencdo (Chen & Herbert, 1995). No entanto, os mediadores
envolvidos nas respostas deste nucleo noradrenérgico tanto na febre induzida por
endotoxina, quanto nas respostas termorregulatorias ao estresse de contencdo ainda nao

foram devidamente esclarecidas.
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3.5. A VIA HEME OXIGENASE-MONOXIDO DE CARBONO- GMPc

O monoxido de carbono (CO) é popularmente conhecido por seus atributos
toxicos, incluindo seus efeitos deletérios no SNC e no sistema cardiovascular. No
entanto, o CO € também produzido endogenamente em tecidos de mamiferos. A
producdo enddgena de CO acontece por uma reacdo catalisada pela enzima heme
oxigenase (HO).

Em 1969, Tenhunen e colaboradores descreveram pela primeira vez a heme
oxigenase (HO), uma enzima microssomal que hidrolisa a porcdo heme das proteinas
que o contém, as heme-proteinas (Tenhunen et al, 1969). Assim, citocromos, heme-
proteinas teciduais, hemoglobina, mioglobina e moléculas de heme recém sintetizadas
(antes de sua conjugacdo com apoproteinas) poderiam ser fontes enddgenas de heme
(Maines, 1997; Tenhunen et al, 1969 ).

Até hoje foram identificadas trés isoformas da enzima HO, uma induzivel, HO-
1, também conhecida por como proteina heatshock-32 (Hsp-32), e duas outras
constitutivas, HO-2 e HO-3, que sdo produtos de genes distintos (Maines et al, 1986;
McCoubrey et al, 1997; Shibahara et al, 1985).

A forma pelo qual o substrato heme torna-se disponivel para hidrolise pela
enzima HO ainda ndo foi completamente esclarecida. No entanto, presume-se que, em
todos os tecidos, moléculas de heme recém sintetizadas sejam substratos para a HO. Em
condi¢Bes normais (homeostase), € provavel que as principais fontes de heme para
hidrdlise, principalmente pela HO-2, sejam moléculas de heme livre recém sintetizadas
nas células ou as provenientes de heme-proteinas celulares senescentes. Porém, em
condicBes anormais ou patoldgicas, como situacGes de estresse oxidativo, usualmente
ocorrem alteracdes no status de oxidagdo/reducdo da célula combinadas a uma forte

inducdo da atividade da HO, principalmente da HO-1. Nesses casos, 0 substrato heme é
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disponibilizado a partir de fontes adicionais: 1- a demanda de heme para producéo de
uma série de heme-proteinas (ndo-heat shock) poderia estar diminuida, aumentando a
disponibilidade de heme para degradacdo pela HO; 2- danos em membranas celulares,
pela acdo de radicais livres ou alteracdes de potencial de oxidacdo/reducéo das células
favoreceriam o acesso de moléculas de heme do meio extracelular para o interior da
célula; 3- a suscetibilidade a desnaturacdo por radicais livres de heme-proteinas as
tornaria provaveis fontes de heme para producdo de CO (cf. Maines, 1997). Além disso,
apo6s hemorragias, decorrentes acidentes vasculares e traumatismos cranianos, grande
quantidade de hemacias sdo liberadas no espago subaracnéideo ou no parénquima
encefalico. Apds hemdlise, a sobrecarga de heme proveniente da hemoblobina requer
varios mecanismos envolvidos no transporte e metabolizacdo do heme e do ferro para
proteger o encéfalo de um potencial estresse oxidativo. Assim, transportadores extra- e
intracelulares, proteinas de estoque e as isoformas de HO localizadas em Varios tipos
celulares do tecido nervoso séo requeridas. Entre estas, foi demonstrada a hemopexina,
uma proteina que liga o heme livre, e pela interagdo com seu receptor especifico de
membrana, transporta 0 heme para o interior da célula favorecendo sua metabolizagdo
pela HO (cf. Wagner et al, 2003). A hemopexina esta presente no endotélio vascular e
sua expressao também ja foi demonstrada por imunohistoquimica no soma, axénio e
dendritos de neurénios de diversas regides encefalicas (Morris et al, 1993; Wagner et al,
2003).

Uma vez disponivel na célula, o heme é clivado em seu anel tetrapirrélico pela
HO na ponte a-meteno, produzindo quantidades equimolares de biliverdina (BV), ferro
no estado ferroso (Fe®*) e mondxido de carbono. Em mamiferos, a BV é transformada
pela enzima citosolica biliverdina-redutase (BVR) em bilirrubina (BR), que é conjugada

ao acido glicurdnico e excretada (Fig.3).

28



Desde a descri¢édo da atividade dessa via, muitos grupos de pesquisa focaram sua
atencdo na HO e seus produtos com objetivo de entender melhor suas funcdes
bioldgicas e sua regulacdo. Todos os produtos da atividade da enzima HO parecem
participar de modo importante nas func@es celulares, o que certamente pode explicar a
extensiva presenca de isoformas da HO em diversos tecidos, incluindo o SNC, e em
varios tipos celulares (Scapagnini et al, 2002). Em particular, em 1987, Stocker et al
descreveram propriedades antioxidantes da BR (Stocker et al, 1987), e em 1993, Verma
et al, propuseram um papel de neuromodulador endégeno para o CO (Verma et al,
1993). Apds essas observagdes, a literatura tem registrado uma série de evidéncias
demonstrando novas e importantes participagdes dos produtos da HO no SNC, tanto em
sistemas fisioldgicos como em estados patoldgicos.
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Figura 3. Via metabdlica que leva a formacdo enddgena de CO. A enzima HO transfere equivalentes
redutores da NADPH-citocromo P450 redutase para a ponte o.-meteno dos grupamentos heme celulares.
Desta forma, HO cliva o anel tetrapirrélico do heme e libera CO e biliverdina e Fe*" em quantidades
equimolares.
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A caracterizacdo e a distribuicdo regional e celular das isoformas de HO tém
auxiliado no entendimento de suas fungdes no SNC. Foi demonstrado que a HO-1 é
expressa em pouquissimas quantidades no encéfalo de ratos, sendo constitutivamente
presente em apenas alguns poucos tipos celulares, no entanto é rapida e extensivamente
induzida na presenca de seu substrato heme e por agentes associados ao estresse
(Paschen et al, 1994; Regan et al, 2000; Scapagnini et al, 2002). Por outro lado, estudos
tém demonstrado que a HO-2 é fortemente expressa e distribuida de maneira
constitutiva no SNC, inclusive no LC, (Maines,1997; Pineda et al, 1996), sendo mais
fracamente induzida por agentes estressores (Raju et al, 1997). Ainda hoje, a funcéo e a
distribuicdo especifica da HO-3 é muito pouco conhecida, tanto no SNC, quanto em
outras regides do organismo.

O conceito de que o CO desempenha um relevante papel na sinalizagao intra e
intercelular tem sido cada vez mais aceito. Ja é sabido que o CO exerce a maioria dos
seus efeitos bioldgicos via ativagdo da enzima citosélica guanilato ciclase solGvel
(GCs), que também € uma heme-proteina. Este potencial efeito do CO envolve sua
interacdo com o grupo heme da GCs, aumentando sua atividade e estimulando a
producdo intracelular de GMPc, um segundo mensageiro, em uma ou duas vezes
(Burstyn et al, 1995; Kharitonov et al, 1995; Mancuso, 2004).

Em 1999, Steiner et al descreveram pela primeira vez que o CO gerado a partir
da via da HO tém um importante papel no SNC para génese da febre induzida por
endotoxina (Steiner et al, 1999). Nesse estudo observou-se que a indugéo da via da HO,
utilizando-se a injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de heme-lisinato (composto que
promove uma superoferta de heme, substrato da enzima HO) promove um aumento da
temperatura corporal de ratos, uma resposta que é atenuada pela administracdo do

inibidor inespecifico da enzima HO, ZnDPBG. Posteriormente, foi demonstrado que o
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CO é o produto da via da HO com acéo pirética no SNC, atuando via GMPc (Steiner &
Branco, 2001). Da mesma forma, foi demonstrado que o CO tambem participa da
geracdo da febre induzida por estresse de contencdo agudo (Steiner et al, 2003). No
entanto, o sitio no SNC no qual o CO exerce suas acdes piréticas ainda nao foi
identificado. Um potencial sitio da agéo pirética do CO no SNC seria a POA, porém, a
administragdo intra AVPO dos moduladores da via da HO n&o alteraram a resposta
febril induzida por LPS (Steiner & Branco, 2002b). Outras a¢fes termorregulatorias do
CO foram relatadas ainda, durante a anapirexia induzida por hipdxia (Paro et al, 2000) e
a hipotermia induzida pela insulina (Almeida & Branco, 2002), onde a ativagdo da via
HO e o consequente aumento da produgdo de CO atuam de modo a prevenir a queda

excessiva da T, em ratos.
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4. OBJETIVOS

Levando em consideracao as evidéncias ressaltadas até aqui, propusemos avaliar
o0 envolvimento da via HO-CO-GMPc, no LC, na respostas termorregulatorias durante a
febre e o estresse de contencdo em ratos.

A presente tese foi elaborada com base em dois estudos principais, sendo que no
primeiro foi utilizado um estimulo inflamatério (LPS) e no segundo foi utilizado um
estimulo de estresse emocional (contencéo aguda).

O primeiro estudo, intitulado ““Participagdo da via HO-CO-GMPc na febre
induzida por endotoxina (LPS) em ratos’ teve os seguintes objetivos especificos:

1- Investigar o efeito da microinjecédo intra-LC de moduladores farmacolégicos da via
HO-CO na temperatura corporal de ratos durante a eutermia.

2- Verificar a participacgdo da via da HO, no LC, durante a resposta febril induzida pela
injecéo intraperitonial de LPS em ratos.

3- Determinar qual o produto da via da HO envolvido na modulagéo da febre induzida
por LPS em ratos e qual a via de sinalizacdo intracelular utilizada.

O segundo estudo, intitulado “Participacédo da via HO-CO-GMPc na redugao
da temperatura corporal induzida por estresse de conten¢do agudo em ratos™ teve 0s
seguintes objetivos:

1- Verificar a participacdo da via da HO, no LC, na resposta termorregulatéria induzida
pelo estresse de contencdo agudo.
2- Determinar o produto da via da HO envolvido na modulagdo da resposta ao estresse

em ratos e qual a via de sinalizagéo intracelular utilizada.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando ratos Wistar adultos, machos, com
peso corporal de 290-320g. Os animais utilizados em todos os experimentos foram
obtidos do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto e foram mantidos em
uma sala com temperatura ambiente controlada (24-26°C), com ciclo claro escuro de 12
horas, com as luzes acesas as 6 horas. Os ratos tiveram acesso livre a &gua e ragédo
comum para ratos. Na véspera dos experimentos os animais eram transferidos para sala
de experimentacdo com temperatura ambiente controlada em 23°C e 22°C para 0S
estudos com LPS e estresse respectivamente, onde permaneciam por 24 horas antes do

inicio dos experimentos.

5.2. Drogas Utilizadas

O inibidor nédo-seletivo da enzima HO, zinc deuteroporphyrin 2,4-bis glycol
(ZnDPBG) e a hemina foram obtidos da Porphyrin Products (Logan, UT, USA). O
ZnDPBG foi dissolvido em uma solucédo de Na,CO3; (50mmol/L) e estocada no escuro.
A hemina foi utilizada para preparar o heme-lisinato, um indutor da via HO-CO, como
descrito previamente por Tenhunen et al (1987). As preparacdes livres de heme
utilizadas nos animais controles (veiculo) consistiam em uma solucdo de L-lisina
(14,2umol/mL), etanol (5%), propileno glicol (40%) e agua estéril e apirogénica (55%).
O LPS de Escherichia coli (sorotipo 0111:b4) foi obtido da Sigma Chemical (St. Louis,
MO, USA) e dissolvido em salina estéril apirogénica. O inibidor da GCs 1H-[1,2,4]
oxadiazolo -[4,3,-a] quinoxaline-1-one (ODQ) foi adquirido da Tocris Cookson (St.
Louis, MO, USA) e dissolvido em um veiculo que consistia de uma solucéo de dimetil

sulfoxido 1% (DMSO 1%) em salina estéril apirogénica.
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5.3. Procedimentos Cirurgicos

Todos os procedimentos cirdurgicos foram realizados sob anestesia com
ketamina-xylasina (100 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) e protecdo antibidtica (benzil
penicilina 160.000 U/kg, i.m.). Os animais eram anestesiados e em seguida
posicionados em um aparelho estereotaxico Kopf para o implante de uma canula guia
unilateral no LC direito do animal. A céanula guia (0,7 mm didmetro externo e 15 mm de
comprimento) era posicionada 1 mm acima do LC, de modo que o nucleo era acessado
apenas no momento das microinjecdes (coordenadas: antero-posterior: -3,4 do lambda;
lateral: -1,2 da linha media e dorso-ventral; -5,8 da superficie do 0sso, com a barra do
incisivo em 0 mm e inclinagdo da torre vertical do estereotaxico em 15°). As
coordenadas para implantacdo da canula guia para injec@es intra-LC foram baseadas em
trabalhos de Anselmo-Franci e colaboradores (Anselmo-Franci et al, 1997) e trabalhos
prévios do laboratério(Almeida et al, 2004; Ferreira et al, 2004).

Os animais utilizados nos experimentos com injecdo de ODQ recebiam uma
canula adicional (0,7 mm de didmetro externo e 12 mm de comprimento), posicionada
no ventriculo lateral cerebral direito (coordenadas: antero-posterior: -1,0 mm do
bregma, lateral: -1,6 mm da linha média; dorso-ventral: -3,2 a —3,7 da superficie do
0ss0, com a barra do incisivo em —-3,3 mm). O deslocamento do menisco de um
mandémetro de dgua acoplado a céanula a ser implantada indicava seu posicionamento
correto. As canulas eram fixadas ao cranio do animal com o uso de resina acrilica e
auxilio de dois parafusos. Um mandril era introduzido em cada canula para prevenir a
oclusdo ou infecgéo.

Imediatamente ap6s o término da estereotaxia, 0s animais eram submetidos a

uma laparatomia paramedial para introducdo de um dos dispositivos de medida de
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temperatura corporal (as medidas de temperatura corporal nos experimentos com LPS
foram realizadas utilizando o método de biotelemetria-MiniMitter, enquanto 0s
experimentos com estresse de contencdo foram realizados utilizando SubCue
dataloggers). Ao término das cirurgias, 0s animais recebiam uma dose de analgésico
(flunixina-meglumina, 2,5 mg/kg). Os experimentos eram iniciados de 6 a 7 dias apds

0s procedimentos cirdrgicos.

5.4 Microinjeces e Histologia

As microinjecdes foram realizadas com o auxilio de uma bomba de microinjecéo
(modelo 310; Stoelting, Wood dale, IL, USA) utilizando uma agulha gengival (Mizzy,
200 um de didmetro externo e 16mm de comprimento) conectada por meio de um tubo
de polietileno (PE-10) a uma seringa Hamilton (1uL). As microinjecGes eram realizadas
ao longo de 1 min e os volumes injetados eram de 100 nL e 1uL no LC e no ventriculo
lateral, respectivamente. Ao final de cada experimento, os animais eram profundamente
anestesiados, 100 nL de uma solucdo de Azul de Evans era microinjetado no LC com a
finalidade de marcar o sitio de injecdo para posterior localizacdo em analise histoldgica.
Em seguida, os animais eram perfundidos transcardiacamente com salina seguida de
uma solucdo de formalina 10%. Os encéfalos eram imediatamente removidos da caixa
craniana e pos-fixados em uma solucédo de formalina 10% tamponada por 4 dias. Apos a
fixacdo, os encéfalos eram incluidos em parafina e seccionados em micrétomo (13 pum).
Os cortes eram montados em Iamina e corados pelo método de Nissl. A anélise para
verificacdo da localizacdo do sitio de microinjecao era realizada em microscopio de luz,

com base no atlas de Paxinos e Watson (Paxinos & Watson, 1998).
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5.5. Medidas da Temperatura Corporal
Biotelemetria

Nos experimentos com desafio por LPS, a temperatura corporal dos ratos foi
continuamente registrada utilizando o método da biotelemetria. Os ratos acordados eram
acondicionados em caixas individuais e transferidos a sala de experimentos cerca de 24h
antes do inicio do experimento. As caixas contendo os animais eram colocadas sobre
receptores Mini-Mitter (modelo ER-4000) conectados a um computador. Em todos os
protocolos experimentais a T, comecgou a ser registrada por um periodo de lhora antes
de qualquer manipulagdo do animal com o objetivo de determinar a temperatura
corporal inicial (T¢), o registro era feito em intervalos de 5 minutos por todo o periodo
experimental. Todos os experimentos foram realizados entre 9:00 e 16:00 horas para

evitar interferéncias das oscilagdes circadianas na temperatura corporal dos animais.

Dataloggers

Nos experimentos de estresse de contencdo as medidas de temperatura corporal
dos ratos foram realizadas continuamente em intervalos de 5 minutos, assim como nos
experimentos que utilizaram LPS. No entanto, para esses experimentos, a biotelemetria
foi substituida por SubCue dataloggers (Calgary, Alberta, Canadd) , um método tdo
eficiente quanto o primeiro, com a vantagem de ser um método mais econémico
financeiramente e de ndo depender da disposicdo das caixas sobre placas receptoras, o
que confere maior praticidade e possibilita a utilizacdo de um maior nimero de animais
por experimento. Com esse método, os dados de temperatura sdo armazenados em um
pequeno dispositivo introduzido na cavidade abdominal do animal. Ao final dos
experimentos e apds a perfusdo dos animais o dispositivo é retirado e os dados de

temperatura séo transferidos diretamente por meio de um cabo ao computador para
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posterior analise com o auxilio de um software proprio. As temperaturas registradas por

cada datalogger eram corrigidas utilizando as recomendacdes do fabricante.

5.6. Estresse de contengdo

Em todos os experimentos os animais foram submetidos a uma Unica sessao de
estresse. Os ratos eram cuidadosamente retirados de suas caixas individuais e
transferidos para o interior de tubos de acrilico (160 mm de comprimento e 55 mm de
diametro interno) perfurados ao longo de sua extensdo para possibilitar a dissipacgao de
calor corporal (Steiner et al, 2003; Terlouw et al, 1996). As dimensdes do tubo
possibilitavam que 0s animais se movimentassem da posi¢do pronada a supina, porém,
ndo permitiam que os animais se movimentassem rostro-caudalmente. Os animais
permaneciam contidos pelo periodo de 30 minutos e depois eram devolvidos
cuidadosamente para suas caixas de origem, onde permaneciam até o término dos

experimentos.
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5.7. Protocolos Experimentais

5.7.1. PARTICIPACAO DA VIA HO-CO-GMPc NA FEBRE INDUZIDA POR

ENDOTOXINA (LPS) EM RATOS.

Protocolo experimental 1

Determinacdo do efeito da microinjecdo intra-LC de ZnDPBG na
temperatura corporal de ratos eutérmicos.

Esse experimento foi realizado para verificar se a inibicdo da enzima HO
alterava a temperatura basal de ratos eutérmicos, verificando assim se existe um efeito
tonico da via da HO no LC na manutengdo da temperatura corporal de ratos na
eutermia.

Na manha do experimento os ratos, previamente canulados no LC, tinham sua
temperatura corporal basal registrada por 1 h antes de qualquer manipulagdo. Apds a
determinacdo da T, 0s animais recebiam uma injecdo intraperitonial de salina estéril
apirogénica (0,5 mL por rato). Ap6s o periodo de 2h, os animais recebiam uma injecao
intra-LC de ZnDPBG (5 nmol em 100 nL) ou do mesmo volume do seu veiculo Na;COs
(50 mM). Essa dose foi baseada em experimentos prévios do nosso grupo (Steiner &
Branco, 2002b) e experimentos piloto. A temperatura corporal foi registrada
continuamente por biotelemetria durante todo o periodo experimental. A temperatura

ambiente era controlada em 23 + 1°C.

Protocolo experimental 2

Determinacdo do efeito da microinjecédo intra-LC de heme-lisinato na

temperatura corporal de ratos eutérmicos.
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Esse experimento foi realizado para verificar se a microinjecdo de heme-lisinato
e a consequente inducdo da via da HO, no LC, altera a temperatura corporal basal de
ratos eutérmicos.

Apols a T ser registrada, 0s animais recebiam uma injecé@o intraperitonial de
salina estéril apirogénica (0,5 mL por rato) e duas horas depois recebiam uma
microinjecéo intra-LC de um indutor da via HO heme-lisinato (7,6 nmol em 100 nL) ou
do mesmo volume de seu veiculo (L-lisina) como controles. A temperatura corporal era
registrada continuamente por todo o periodo experimental. A temperatura ambiente era

de 23 + 1°C.

Protocolo experimental 3

Determinacdo do efeito da microinjecdo intra-LC de ZnDPBG na febre
induzida por LPS.

Esse experimento teve o objetivo de verificar se a inibicdo da enzima HO no LC
alterava a resposta febril induzida por LPS em ratos.

Apds a determinacdo da T, 0S animais recebiam uma injecao intraperitonial de
LPS (100 ng/ kg de peso corporal em 0,5 mL de salina estéril apirogénica). Apds o
periodo de duas horas, os animais recebiam uma microinjecdo de ZnDPBG (5 nmol em
100 nL) ou do mesmo volume do seu veiculo Na,CO3 (50 mM). A temperatura corporal
era monitorada continuamente ao longo do periodo experimental. A temperatura

ambiente era controlada em 23 + 1°C.

Protocolo experimental 4
Determinacao do efeito da microinjecéo intra-LC de heme-lisinato na febre

induzida por LPS.
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Este protocolo experimental tinha o objetivo de verificar se a inducdo da enzima
HO no LC, por meio da administracdo de heme-lisinato, modificava a reacdo febril
induzida pela injecdo de LPS. Para isso, ap0s terem sua T registrada, 0s animais
recebiam uma injecdo de LPS (100 ug/ kg de peso corporal em 0,5 mL de salina esteéril
apirogénica) e duas horas depois recebiam uma microinjecéo intra-LC de heme-lisinato
(7,6 nmol em 100nL) ou do mesmo volume de seu veiculo (L-lisina). A temperatura
corporal foi continuamente registrada por biotelemetria. A temperatura ambiente era

controlada em 23 + 1°C.

Protocolo experimental 5

Determinacdo do efeito do inibidor da GCs, ODQ, na modulacdo da
temperatura corporal induzida pelo heme-lisinato durante a febre por LPS.

Esse protocolo experimental teve o objetivo de verificar se 0 GMPc era o
segundo mensageiro envolvido nos efeitos produzidos pela administracdo intra-LC de
heme-lisinato, durante a febre induzida por LPS, cofirmando assim, a participagdo do
CO.

Os ratos, previamente canulados no LC e no ventriculo lateral tiveram sua
temperatura corporal basal registrada por 1 hora antes de qualquer manipulacdo. Apés a
determinagédo da T, 0s ratos recebiam uma injecdo intraperitonial de LPS (100 ng/ kg
de peso corporal em 0,5 mL de salina estéril apirogénica). Apos 1,5 hora da injecao de
LPS, os animais recebiam um pré-tratamento central (intracerebroventricular, i.c.v.)
com o inibidor da enzima GCs, ODQ (1,3 nmol em 1 uL), ou do mesmo volume de seu
veiculo DMSO 1%. Um novo periodo de 30 min era aguardado, e entdo os animais
recebiam a microinjecéo intra-LC de heme-lisinato (7,6 nmol em 100 nL) ou de veiculo

(L-lisina). Assim como nos experimentos anteriores, a temperatura corporal foi
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registrada continuamente por biotelemetria, em intervalos de 5 min durante todo o

periodo experimental. A temperatura ambiente era controlada em 23 + 1°C.

5.7.2. PARTICIPACAO DA VIA HO-CO-GMPc NA REDUCAO DA
TEMPERATURA CORPORAL INDUZIDA POR ESTRESSE DE CONTENCAO

AGUDO EM RATOS.

Protocolo experimental 1

Determinacdo do efeito do estresse de contengcdo agudo na temperatura
corporal de ratos.

Esse protocolo experimental tinha o objetivo de verificar o efeito do estresse de
contencdo agudo na temperatura corporal de ratos.

Na manhd do experimento os ratos, previamente implantados com SubCue
dataloggers, tinham sua temperatura corporal basal registrada por 1 h antes de qualquer
manipulacdo. Apds a T ser determinada, os animais eram divididos aleatoriamente em
dois grupos. Os animais pertencentes ao primeiro grupo eram retirados cuidadosamente
de suas caixas e introduzidos em tubos de contencdo, como descrito anteriormente, por
30 min. Apds esse periodo de contencdo, 0s animais eram cuidadosamente removidos
dos tubos e devolvidos as suas caixas de origem, onde permaneciam pelo restante do
periodo experimental. Os animais do grupo controle eram apenas manipulados rapida e
cuidadosamente, e em seguida devolvidos as suas caixas de origem, onde permaneciam
pelo restante do periodo experimental. A temperatura corporal era registrada
continuamente, em intervalos de 5 minutos com o uso de dataloggers. A temperatura

ambiente era controlada em 22 + 1°C.
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Protocolo experimental 2

Determinacgéo do efeito da microinjecdo intra-LC de ZnDPBG na reducéo
da temperatura corporal induzida pelo estresse de contencéo.

Esse protocolo teve o objetivo de verificar se a inibicdo da enzima HO no LC
alterava a queda na temperatura corporal induzida pelo estresse de contencdo agudo em
ratos.

Na manha do experimento os ratos, previamente canulados no LC, tinham sua
temperatura corporal basal registrada por 1 h antes de qualquer manipulagdo. Apds a
determinagdo da T, 0s animais recebiam uma microinje¢do de ZnDPBG (5 nmol em
100 nL) ou do mesmo volume do seu veiculo Na,CO3; (50 mM) e eram imediatamente
transferidos para o interior dos tubos de contengédo, onde permaneciam por 30 minutos.
Ao término desse periodo, os animais eram cuidadosamente devolvidos as suas caixas
de origem, onde tinham sua temperatura corporal registrada pelo restante do periodo

experimental. A temperatura ambiente era controlada em 22 + 1°C.

Protocolo experimental 3

Determinacdo do efeito da microinjecdo intra-LC de heme-lisinato na
reducdo da temperatura corporal induzida pelo estresse de contencéo.

Esse experimento tinha como objetivo verificar se a indu¢do da enzima HO no
LC pela microinjecdo de heme-lisinato era capaz de alterar a resposta térmica induzida
pelo estresse de contencdo. Para isso, ap0s terem suas T registradas, os animais
recebiam uma microinjecdo intra-LC de heme-lisinato (7,6 nmol em 100 nL) ou do
mesmo volume de seu veiculo (L-lisina) e eram imediatamente transferidos para os

tubos de contencdo, onde permaneciam por 30 min e depois eram devolvidos as suas
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caixas individuais. A temperatura corporal era continuamente registrada e a temperatura

ambiente era controlada em 22 + 1°C.

Protocolo experimental 4

Determinacdo do efeito do inibidor da GCs, ODQ, na modulacdo da
temperatura corporal induzida pelo heme-lisinato durante o estresse de contencéo.

Esse protocolo experimental teve o objetivo de verificar se 0 GMPc era o
segundo mensageiro envolvido na exacerbacdo da queda da temperatura corporal
produzidos pela administracdo intra-LC de heme-lisinato durante o estresse de
contencao.

Os ratos, previamente canulados no LC e no ventriculo lateral, tiveram sua
temperatura corporal basal registrada por 1 hora antes de qualquer manipulacdo. Apos a
determinacdo da T, 0s animais recebiam um pré-tratamento central (i.c.v.) com o
inibidor da enzima GCs, ODQ (1,3 nmol em 1 uL), ou do mesmo volume de seu veiculo
DMSO 1%. Era aguardado um periodo de 30 min até que os animais recebessem a
microinjecéo intra-LC de heme-lisinato (7,6 nmol em 100 nL) ou do mesmo volume de
seu veiculo (L-lisina). Imediatamente ap6s a injecdo intra-LC, os animais eram
transferidos para o interior dos tubos de contencdo, onde permaneciam por 30 minutos e
depois cuidadosamente devolvidos as suas caixas de origem. A T era registrada
continuamente pelo por todo o periodo experimental com o uso de dataloggers. A

temperatura ambiente era controlada em 22 + 1°C.

5.8. Andlise Estatistica dos Dados
A analise estatistica foi realizada utilizando as T, registradas no periodo de 120 a

290 min nos experimentos de eutermia e febre induzida por LPS. Os valores
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encontrados foram comparados através de tratamento vs tempo utilizando two-way
ANOVA para medidas repetidas, seguido de Teste de Tukey. Para 0s experimentos
envolvendo estresse de contencdo, foram analisadas as medidas de T. registradas
durante o periodo de 30 minutos de contencdo. Os valores foram comparados através de
tratamento vs tempo utilizando two-way ANOVA para medidas repetidas, seguido por

Student Newman Keuls Method.
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Resultados
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6. RESULTADOS

6.1. Microinjecédo intra-LC

A figura 4 mostra uma fotomicrografia representativa de uma microinjecéo intra-
LC. A éarea microinjetada estd marcada com Azul de Evans e corresponde a um
conjunto compacto de neurénios adjacentes ao assoalho do quarto ventriculo na regido
pontina do tronco encefalico, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (Paxinos &
Watson, 1998). As microinjecbes que atingiram regides proximas ao LC foram
consideradas peri-LC. Os dados coletados de animais cujas microinjecdes atingiram o

quarto ventriculo foram descartados.

Figura 4. Fotomicrografia representativa de uma microinjecdo no LC direito de rato. A figura mostra
uma secgao coronal no nivel da ponte ilustrando a localiza¢do do LC intacto (seta da direita) e uma tipica
microinjecdo intra-LC (seta da esquerda). As microinjecGes localizadas fora da &rea indicada foram
consideradas peri-LC. 4V: quarto ventriculo, Me5: nicleo mesencefalico trigeminal 5.
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6.2. PARTICIPAQAO DA VIA HO-CO-GMPc NA FEBRE INDUZIDA POR
ENDOTOXINA (LPS) EM RATOS.

Em todos os experimentos realizados ndo houve diferenca significativa na
temperatura basal corporal media dos animais (T entre os grupos durante o periodo
controle. Os valores de T medidos estao apresentados nas figuras.

A injecéo intraperitonial de salina ndo alterou a T, de modo significativo, como
pode ser observado nas Figuras 5 e 6. As inje¢Ges de LPS (100 ug/kg, i.p.) por sua vez,
induziram uma marcada resposta febril, com a primeira fase iniciando-se em
aproximadamente 90 minutos ap0s a injecdo de LPS e uma segunda fase iniciando-se
aproximadamente 230 minutos apos a injecdo de LPS. Durante a resposta febril, o
méaximo aumento da temperatura observado durante o periodo experimental foi de 1,3

°C.
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6.2.1. Experimento 1

Efeito da microinjecéo intra-LC de ZnDPBG na temperatura corporal de
ratos eutérmicos.

Na Figura 5, podemos observar que a administracdo intra-LC de ZnDPBG (5
nmol em 100 nL) ndo alterou a temperatura corporal dos animais, que permaneceu
semelhante aos seus valores médios iniciais; assim, como a administracdo intra-LC de
seu veiculo, Na,CO3; (50 mM). Além disso, as medidas de temperatura dos animais
eutérmicos que receberam ZnDPBG intra-LC n&o foram diferentes daquelas medidas no
grupo controle tratado intra-LC com veiculo, bem como em rela¢do ao grupo controle
tratado com ZnDPBG peri-LC. Esses resultados indicam que a via da HO no LC nédo
tem participagdo tonica na regulacdo da temperatura corporal de ratos em condicOes

basais, em temperaturas subtermoneutras.

39.5-0 ZnDPBG, peri-LC (4)
o NayCOsg, intra-LC (4)
1@ ZnDPBG, intra-LC (5)

36.54 lSaIina ZnDPBG ou
Na2CO3
T T T T T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300

Figura 5. Efeito da microinjecdo intra-LC de ZnDPBG ou do seu veiculo na temperatura corporal de
ratos durante a eutermia. Decurso temporal do efeito do tratamento com salina (i.p.) seguido pela
administracdo intra-LC do inibidor da heme oxigenase ZnDPBG (5 nmol em 100nL) ou do seu veiculo
(Na,CO3z, 50 mM) em ratos. As setas indicam o momento das inje¢des. Os dados estdo apresentados como
Média + EPM. Os valores entre parénteses representam o nimero de animais por grupo.
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6.2.2. Experimento 2

Efeito da microinjecéo intra-LC de heme-lisinato na temperatura corporal
de ratos eutérmicos.

Na Figura 6, podemos observar que a administracdo intra-LC do veiculo do
heme-lisinato, L-lisina, ndo alterou a temperatura corporal dos ratos em relacdo as
temperaturas corporais médias iniciais registradas no periodo controle. Além disso,
podemos notar que a inducdo da via da HO no LC pela administracdo de heme-lisinato
(7,6 nmol em 100 nL) ndo causou alteragéo significativa da temperatura corporal dos
animais, quando comparado ao grupo tratado intra-LC com veiculo ou com o grupo

controle tratado com heme-lisinato peri-LC.

39— O Heme- lis, peri-LC (6)

O L-lisina, intra-LC (6)
1 ® Heme-lis, intra-LC (8)
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ou L-Lisina
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Figura 6. Efeito da microinjecdo intra-LC de heme-lisinato ou do seu veiculo na temperatura corporal de
ratos durante a eutermia. Decurso temporal do efeito do tratamento com salina (i.p.) seguido pela
administracdo intra-LC do indutor da heme oxigenase heme-lisinato (7,6 nmol em 100nL) ou do seu
veiculo (L-lisina) em ratos. As setas indicam 0 momento das injec6es. Os dados estdo apresentados como
Média + EPM. Os valores entre parénteses representam o nimero de animais por grupo.
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6.2.3. Experimento 3

Efeito da microinjecéo intra-LC de ZnDPBG na febre induzida por LPS.

Ao observarmos a Figura 7, podemos notar que a inibi¢cdo da enzima HO no LC,

pela administracdo de ZnDPBG (5 nmol em 100 nL) provocou uma importante

exacerbacdo da resposta febril induzida pela injecdo de LPS (100 ug/kg, i.p.). Além

disso, o perfil da resposta febril ndo foi alterado. No entanto, a temperatura corporal

durante a febre nos animais que receberam ZnDPBG intra- LC est4 aproximadamente

1°C mais elevada que nos controles que receberam veiculo intra-LC ou ZnDPBG peri-

LC (F217 = 8,081, p= 0,004).

39.5+

38.54

37.54

1e ZnDPBG, intra-LC (7)

36.5-

O ZnDPBG, peri-LC (6) *
o NayCOs, intra-LC (6)

l LPS ZnDPBG ou

Na2C03
T T T T T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300

Figura 7. Efeito da microinjecdo intra-LC de ZnDPBG ou do seu veiculo na temperatura corporal de
ratos durante a febre induzida por LPS. Decurso temporal do efeito do tratamento com LPS (100ug/ kg,
i.p.) sequido pela administracdo intra-LC do inibidor da heme oxigenase ZnDPBG (5 nmol em 100nL) ou
do seu veiculo (Na,COs, 50 mM) em ratos. *p< 0,05 vs controles. As setas indicam o momento das
injecBes. Os dados estdo apresentados como Média + EPM. Os valores entre parénteses representam o

namero de animais por grupo.
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6.2.4. Experimento 4

Efeito da microinje¢do intra-LC de heme-lisinato na febre induzida por
LPS.

A Figura 8 mostra os dados de que a administracdo intra-LC de heme-lisinato
(7,6 nmol em 100 nL) atenuou de modo importante a resposta febril induzida por LPS
quando comparado com os grupos controles tratados intra-LC com veiculo (L-lisina) ou

peri-LC com heme-lisinato (F217 = 6,904, p= 0,007).

390 Heme- lis, peri-LC (6)

O L-lisina, intra-LC (6)
1 ® Heme-lis, intra-LC (7)
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Figura 8. Efeito da microinjecdo intra-LC de heme-lisinato ou do seu veiculo na temperatura corporal de
ratos durante a febre induzida por LPS. Decurso temporal do efeito do tratamento com LPS (100ug/ kg,
i.p.) seguido pela administracdo intra-LC do indutor da heme oxigenase heme-lisinato (7,6 nmol em
100nL) ou do seu veiculo (L-lisina) em ratos. *p< 0,05 vs controles. As setas indicam o momento das
injecBes. Os dados estdo apresentados como Média + EPM. Os valores entre parénteses representam o
namero de animais por grupo.
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6.2.5. Experimento 5

Efeito do inibidor da GCs, ODQ, na atenuacgéo da febre induzida por heme-
lisinato.

O tratamento i.c.v. com o veiculo do ODQ (DMSO 1%), combinado a
administracdo intra-LC de veiculo do heme-lisinato (L-lisina) ndo alterou a febre
induzida por LPS, ou seja, a resposta febril com um aumento maximo de 1,3 °C na
temperatura corporal. Similarmente, a administracdo i.c.v. do ODQ (1,3 nmol em 1 uL)
ndo alterou o aumento de temperatura induzido pela administracdo de LPS, i.p. (Figura
9, painel superior). Como era esperado, os animais tratados com DMSO 1% (i.c.v.)
combinado & administragéo intra-LC de heme-lisinato (7,6 nmol em 100 nL) tiveram a
resposta febril ao LPS atenuada. No entanto, o pre-tratamento com o inibidor da GCs,
ODQ, preveniu a atenuacdo da resposta febril ao LPS induzida pelo heme-lisinato (F1 17

= 9,455, p= 0,008, Figura 9, painel inferior).
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Figura 9. Efeitos do pré-tratamento com ODQ na atenuacdo da febre. Painel superior: efeitos da
administracdo do ODQ (1,3 nmol em 1 plL, i.c.v.), um inibidor da guanilato ciclase sollvel, ou do seu
veiculo (DMSO 1%) combinado com a administragdo intra-LC do veiculo do heme-lisinato (L-lisina) na
temperatura corporal de ratos, previamente tratados com LPS (100ug/ kg, i.p.). Painel inferior: efeito do
pré-tratamento com ODQ ou seu veiculo na atenuacdo da febre induzida por heme-lisinato. * p< 0,05 vs
controles. As setas indicam o momento das injecdes. Os dados estdo apresentados como Média + EPM.
Os valores entre parénteses representam o nimero de animais por grupo.
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6.3. PARTICIPACAO DA VIA HO-CO-GMPc DURANTE A REDUCAO DA
TEMPERATURA CORPORAL INDUZIDA POR ESTRESSE DE CONTENCAO
AGUDO EM RATOS.

Em todos os experimentos realizados a temperatura corporal basal (T) medida

no periodo controle ndo foi diferente entre 0s grupos experimentais.

6.3.1. Experimento 1

Efeito do estresse de conten¢do agudo na temperatura corporal de ratos.

A Figura 10 mostra as alteracGes na temperatura corporal de ratos submetidos ao
estresse de contencdo por 30 minutos e ratos controles, com movimentacao livre. Como
pode ser observado na figura, durante o periodo de contencdo, 0s ratos apresentaram
uma rapida e consistente queda na temperatura corporal (F1 = 6,750, p= 0,023), que
alcancou uma reducdo méaxima de aproximadamente 0,7°C ap6s 15 minutos de
contencdo. Apos essa queda maxima, a T, comecou a aumentar antes que 0s animais
fossem retirados dos tubos de contencéo, alcancando niveis proximos aos valores basais

no periodo de pds-contencdo subsequente.

38— O cControle (7)
® Estresse de contengao (7)
37+
*
36 * %0
35- contencgéo

[ T
-30 -15 0 15 30 45 60

Figura 10. Temperatura corporal de animais controles ou submetidos ao estresse de contencdo agudo. A
figura mostra o decurso temporal das alteragbes na temperatura corporal de animais controles, com
movimentacdo livre, e animais expostos a uma Unica sessao de estresse de conten¢do por 30 minutos. *
p< 0,05 vs controles. Os dados estdo apresentados como Média + EPM. Os valores entre parénteses
representam o nimero de animais por grupo.
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6.3.2. Experimento 2

Efeito da microinjecdo intra-LC de ZnDPBG na reducgdo da temperatura
corporal induzida pelo estresse de contencéo.

Os resultados apresentados na Figura 11 mostram que a administragéo intra-LC
de ZnDPBG (5 nmol em 100 nL), e a conseqlente inibicdo da enzima HO, atenuou de
modo significativo a reducdo da temperatura induzida pelo estresse de contengdo em
relacdo aos animais controles que receberam veiculo intra-LC (Na,CO3, 50 mM) ou em

relacdo ao grupo que recebeu ZnDPBG peri-LC (F,¢ = 4,718, p= 0,025).
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Figura 11. Efeito da microinjecédo intra-LC de ZnDPBG ou do seu veiculo na temperatura corporal de
ratos durante o estresse de contencdo. Decurso temporal do efeito do tratamento intra-LC do inibidor da
heme oxigenase ZnDPBG (5 nmol em 100nL) ou do seu veiculo (Na,COs, 50 mM) em ratos controles ou
submetidos ao estresse de conten¢do por 30 minutos. *p< 0,05 vs controles. As setas indicam o momento
das injecdes. Os dados estdo apresentados como Média + EPM. Os valores entre parénteses representam o
nGmero de animais por grupo.
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6.3.3. Experimento 3

Efeito da microinjecdo intra-LC de heme-lisinato na reducdo da
temperatura corporal induzida pelo estresse de contencéo.

A Figura 12 apresenta as medidas de temperatura corporal de animais
estressados que receberam tratamento com heme-lisinato (7,6 nmol em 100 nL) intra-
LC e de controles que receberam heme-lisinato peri-LC ou seu veiculo (L-lisina) intra-
LC. Como pode ser observado, a inducéo da via da HO pela administragdo intra- LC de
heme-lisinato provocou uma reducao adicional, acentuando a queda de temperatura
corporal induzida pelo estresse de contencdo (F.6 = 5,401, p= 0,012) em relacdo aos
animais controles. Ap6s o tratamento com heme-lisinato a temperatura corporal teve

uma reducdo de até 1,3°C durante a contencdo, comparado a uma reducdo maxima de

aproximadamente 0,7°C nos grupos controles.
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Figura 12. Efeito da microinjecdo intra-LC de heme-lisinato ou do seu veiculo na temperatura corporal
de ratos durante o estresse de contencdo. Decurso temporal do efeito do tratamento intra-LC do indutor da
heme oxigenase heme-lisinato (5 nmol em 100nL) ou do seu veiculo (L-lisina) em ratos controles ou
submetidos ao estresse de contengdo por 30 minutos. *p< 0,05 vs controles. As setas indicam o momento
das injecdes. Os dados estdo apresentados como Média + EPM. Os valores entre parénteses representam o
nGmero de animais por grupo.
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6.3.4. Experimento 4

Efeito do inibidor da GCs, ODQ, na modulagdo da temperatura corporal
induzida pelo heme-lisinato durante o estresse de contencéo.

A Figura 13 mostra as medidas de temperatura de animais tratados i.c.v. com 0
inibidor da GCs, ODQ (1,3 nmol em 1 puL), ou com seu veiculo DMSO 1% combinados
ao tratamento intra-LC com heme-lisinato (7,6 nmol em 100 nL) ou seu veiculo L-lisina.
Como pode ser observado, no painel superior da figura, o tratamento com DMSO 1%
combinado com a administracdo intra-LC de L-lisina, ndo afetou a reducdo na
temperatura corporal induzida pela contencdo. Da mesma forma, a administracéo i.c.v.
de ODQ, combinado ao veiculo do heme-lisinato intra-LC ndo causou qualquer
alteracdo na resposta hipotérmica induzida pela contencdo aguda dos animais (Figura
13, painel inferior). No entanto, o pré-tratamento com ODQ preveniu a exacerbacdo da
resposta hipotérmica ao estresse de contencdo promovido pelo tratamento com heme-
lisinato no LC (Figura 13, painel inferior), fazendo com que o nivel de queda na T,

permanecesse semelhante aos controles tratados apenas com veiculos.
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Figura 13. Efeitos do pré-tratamento com ODQ na exacerbacdo da resposta hipotérmica ao estresse de
contencdo. Painel superior: Efeitos da administracdo do ODQ (1,3 nmol em 1 puL, i.c.v.) ou do seu
veiculo (DMSO 1%) combinado com a administracdo do veiculo do heme-lisinato (L-lisina) na
temperatura corporal de ratos acordados, expostos ao estresse por 30 minutos. Painel inferior: Efeitos da
administracdo do ODQ ou do seu veiculo combinado com a administracao intra-LC de heme-lisinato (5
nmol em 100 nL). *p< 0,05 vs controles. As setas indicam o momento das injecBes. Os dados estdo
apresentados como Média + EPM. Os valores entre parénteses representam o nimero de animais por
grupo.
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7. DISCUSSAO
Para uma melhor compreensdo, a discussdo dos resultados obtidos neste estudo sera

divida em duas partes, de acordo com o desafio termorregulatério utilizado.

7.1. PARTICIPACAO DA VIA HO-CO-GMPc DURANTE A FEBRE INDUZIDA

POR ENDOTOXINA (LPS) EM RATOS.

Os resultados apresentados neste estudo evidenciam que a via HO-CO-GMPc,
no LC, tem uma importante acdo antipirética durante a febre induzida por LPS, uma vez
que os resultados mostram que a administracao intra-LC do doador de substrato heme, e
indutor da via HO, heme-lisinato atenuou a febre induzida por LPS. Ao contrario, a
microinje¢cdo de ZnDPBG, um inibidor competitivo da enzima HO, promoveu uma
exacerbacdo da resposta febril a dose moderada de LPS. Além disso, os dados indicam
que o produto da HO que atua no LC é o CO, uma vez que este € o Unico produto da via
que atua modulando a atividade da GCs, utilizando como segundo mensageiro o GMPc.
Essa sugestdo € baseada no fato de que a administracao intracerebroventricular de ODQ,
um inibidor da GCs, aboliu o efeito produzido pelo heme-lisinato na febre induzida por
LPS. Adicionalmente, nossos dados indicam que a via HO-CO no LC ndo desenvolve
qualquer efeito tdnico no controle homeostatico temperatura corporal, uma vez que a
administracdo do inibidor da HO, ZnDPBG, néo alterou a temperatura corporal basal de
ratos (eutermia).

O o6xido nitrico, outro neuromodulador gasoso, participa de uma série de eventos
fisilogicos e fisiopatoldgicos, incluindo a regulacdo da temperatura corporal e da febre,
tem sido profundamente estudado nas Ultimas décadas (Kamerman et al, 2002; Roth et

al, 1998; Schmid et al, 1998; Steiner & Branco, 2003). Tanto o NO (refs 5, 12, 16, 25
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paper Ips) quanto o CO (cf. Maines, 1997) atuam na maioria das vezes via ativacdo da
GCs, uma hemeproteina citoplasmatica, promovendo um aumento nos niveis
intracelulares do segundo mensageiro GMPc. Apesar de CO e NO utilizarem 0 mesmo
segundo mensageiro, estudos prévios demonstraram que as acles termorregulatorias
desses neuromoduladores gasosos, no SNC, sdo opostas. Baseado em experimentos de
injecdo i.c.v. de moduladores farmacoldgicos da producdo de NO e CO, é amplamente
aceito que o NO desenvolve agdes antipiréticas (Almeida et al, 1999; De Paula et al,
2000; Gourine, 1995; Raghavendra et al, 1999), enquanto sugere-se que o CO atua de
forma oposta, ou seja aumentando a temperatura corporal durante a febre (Steiner et al,
1999; Steiner & Branco, 2001). Dados na literatura demonstram que a a ativacdo da
enzima GCs pelo CO aumenta a producdo de GMPc em uma ou duas vezes (Burstyn et
al, 1995; Kharitonov et al, 1995), um aumento relativamente pequeno, em relagcdo ao
aumento cerca de cem vezes maior promovida pela interagdo do NO com a GCs
(Schmidt, 1992), o que poderia explicar as diferencas encontradas entre os efeitos finais

de cada um desses neuromoduladores gasosos no SNC durante a febre.

Quanto a possiveis candidatos a sitios especificos de acdo do CO no SNC na
termorregulacdo e febre, nosso grupo demonstrou que o CO produzido pela HO ndo
exerce seu efeito pirético na POA (Steiner et al, 2002), e até entdo, este foi o Unico
estudo descrito na literatura que se propés a investigar possiveis locais de agdo do CO
durante a febre. Por outro lado, a POA parece ser um dos sitios chave no qual o NO
desenvolve seus efeitos antipiréticos no SNC. Assim, os sitios de acdo do NO e do CO
parecem nao coincidir. De acordo com essa idéia, foi sugerido que o CO poderia atuar
de maneira soberana alterando os niveis de GMPc em regiGes do SNC onde o NOS néo
seja expressa, ou exista em pequena quantidade (Maines, 1997). Foi proposto que o LC

€ um desses nucleos onde a NOS € pouco expressa (Xu et al, 1994), enquanto a
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isoforma constitutiva da HO, HO-2, é abundante (Pineda et al, 1996). Assim, o CO seria
a principal molécula capaz de interagir com GCs no LC (Maines, 1997). No entanto,
essas idéias sdo ainda controversas, uma vez que existem relatos na literatura
demonstrando agdes do NO no LC via ativacdo da GCs (Sullivan et al, 2000).

Existem fortes evidéncias na literatura que indicam que 0s neurdnios
catecolaminérgicos do LC tém participacdo na génese da febre induzida por LPS. Um
recente estudo do nosso grupo (Almeida et al, 2004) demonstrou que a lesdo bilateral do
LC, eletrolitica ou quimica especifica (6-OHDA) para neurdnios catecolaminérgicos,
atenuam a febre induzida pela administracdo intravenosa de LPS ou PGE,, em
temperatura subtermoneutra (i.e. 23°C), condi¢cdo em que 0 aumento da Tc durante a
febre ocorre por aumento na termogénese. Além disso, foi demonstrado que a lesdo
bilateral do LC néo alterou a quantidade de PGE; na POA indicando que os neurénios
catecolaminérgicos do LC fazem parte de uma via termoefetora ativada por pirogénios
para aumentar a termogénese e produzir febre.

Com base nessas evidéncias, o presente estudo prop6s-se avaliar a possivel
participacdo da via HO-CO-GMPc no LC na febre induzida por LPS. Os dados obtidos
neste estudo, embora surpreendentes, sdo consistentes com a idéia de que, no LC, a via
HO-CO-GMPc apresenta uma acao antipirética; contrariando o efeito pirético resultante
das acBes do CO no SNC (Steiner et al, 1999). De fato podemos considerar que, numa
abordagem i.c.v., o efeito final observado pode resultar de uma combinacdo de efeitos
dos agentes farmacoldgicos em mais de um nucleo no SNC. Considerando todos os
dados existentes e a ampla expressdo das isoformas de HO por todo o SNC (Ewing &
Maines, 1997; Maines, 1997; Scapagnini et al, 2002), podemos sugerir que o CO

possivelmente atua em mais de um local no SNC, talvez em muitos deles, podendo
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apresentar efeitos opostos na modulacdo da febre induzida por LPS. Nesse cenario, 0
LC parece ser um desses sitios, no qual o CO apresenta uma agao anti-pirética.

Existe 0 consenso de que o0 aumento da T, durante a febre é resultante de um
balanco entre mediadores pré- e anti-inflamatdrios. Assim, os mediadores endogenos da
resposta febril ndo incluem apenas aqueles responsaveis pelo aumento da T, (piréticos),
mas também aqueles importantes para contrabalancar os efeitos pirogénicos (anti-
piréticos). Atualmente, o conceito de que a febre é um fendmeno benéfico é
amplamente aceito, uma vez que esta € fortemente conservada filogeneticamente,
persistindo evolutivamente como parte das respostas de defesa imune primaria contra
agentes patoldgicos ou nocivos (Zeisberger,1999). No entanto, é critico ao hospedeiro
que a T, ndo se aproxime muito dos limites letais, uma vez que grandes elevacdes na T,
podem ser deletérias, causando injdria tecidual e até a morte (Kluger, 1991). Para que
isso ndo ocorra, mediadores pré- e anti-piréticos participam concomitantemente da
resposta febril. Assim, é razodvel sugerir que no LC, a indugdo da via da HO e o
aumento de CO resultante podem atuar como moduladores da atividade neuronial
durante a febre por LPS, contrapondo-se ao aumento da T, e dessa forma prevenindo
aumentos excessivos da temperatura, 0 que protegeria o tecido nervoso de lesdes e

consequiéncias associadas.
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7.2. PARTICIPAQAO DA VIA HO-CO-GMPc DURANTE A REDUQAO DA
TEMPERATURA CORPORAL INDUZIDA POR ESTRESSE DE CONTENQAO
AGUDO EM RATOS.

Os resultados provenientes desse estudo indicam que a via HO-CO-GMPc esta
envolvida na resposta hipotérmica induzida pelo estresse de contengcdo em ratos. Essa
idéia esta baseada em resultados que demonstram que a microinjecdo do inibidor da
HO, ZnDPBG, promoveu uma atenuacdo na reducdo da Tc durante a contencéo,
enquanto a inducdo da via pela administragdo intra-LC de heme-lisinato intensificou
essa reducéo. Foi verificado ainda, que a inibicdo da enzima GCs com 0 uso de ODQ
preveniu a queda adicional da Tc induzida pelo heme-lisinato, sugerindo que o produto
da HO envolvido na reducdo da temperatura corporal é o CO, o Unico da via cuja
sinalizacdo intracelular se da pela ativacédo da via GCs.

De fato, a maioria dos grupos que estudam termorregulagdo durante o estresse
relata o desenvolvimento de hipertermia ou febre durante o estresse de contengdo (Long
et al, 1991; Oka et al, 2001; Sanches et al, 2002; Steiner et al, 2003; Stewart &
Eikelboom, 1979). Por outro lado, h& décadas alguns grupos tém relatado que o estresse
de contencdo também pode causar reducdo da temperatura corporal, normalmente
referida como hipotermia, em ratos (Bartlett & Quimby,1958; Herbert & Howes, 1993;
Shimada & Sttit, 1983) e camundongos (Johnson et al, 2000). Porém, pouco se sabe a
respeito dos mecanismos neuroniais, endocrinos e comportamentais que levam ao
desenvolvimento da hipotermia induzida pelo estresse de contencéo.

Alguns anos atrds nosso grupo demonstrou através de injecdes i.c.v. de
moduladores farmacoldgicos da enzima HO, que o CO endogenamente produzido no
SNC apresenta efeito pirético promovendo a exacerbacdo da febre induzida pelo

estresse de contencdo (Steiner et al, 2003). Ao contrario das nossas expectativas durante
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este estudo, utilizando o mesmo aparato usado nos experimentos anteriores, 0s animais
responderam a contencdo com uma rapida e marcada reducédo da temperatura corporal,
ndo apresentando febre durante o periodo em que estiveram contidos. Esse achado
surpreendente foi reproduzido de modo consistente ao longo de todos os experimentos
realizados. Poréem, em relacdo as novas condic¢des experimentais utilizadas, é importante
ressaltar alguns aspectos, como por exemplo, o peso corporal dos animais e a
temperatura ambiente. No dia dos experimentos, os animais utilizados nesse estudo, e
que responderam com redugéo da Tc tinham peso corporal aproximadamente 90g maior
que aqueles usados em estudos prévios que desenvolveram febre. No entanto, nos dois
casos a contencao permitia que 0s animais movessem-se da posicao pronada a supina e
vice-versa, mas ndo permitia que 0s animais movessem-se no sentido rostro-caudal.
Além disso, a temperatura ambiente controlada na sala de experimentacdo foi reduzida
de 25 + 1°C, utilizada nos experimentos prévios, para 22 + 1°C neste estudo.

O aspecto especifico do procedimento de contencdo aplicado neste estudo capaz
de promover reducdo na temperatura corporal dos ratos permanece desconhecido. Neste
caso especifico, a reducdo da Tc parece ndo estar relacionada ao aumento do peso
corporal dos animais utilizados e a provavel reducdo da movimentacao permitida dentro
dos tubos de contencdo, embora essa hipétese ja tenha sido relatada para camundongos
(Johnson et al, 2000). Para testar a hipdtese de influéncia do peso corporal dos animais
foram realizados experimentos utilizando animais com peso semelhante aqueles
utilizados anteriormente pelo grupo, e mais uma vez, a reducdo da Tc foi confirmada
(dados ndo apresentados). Outro aspecto relevante, que enfraquece a hipotese de
reducdo na movimentacdo dos animais, é o fato de que em nossos experimentos a Tc
comeca a elevar-se antes que o animal seja retirado do tubo de contencdo. Testes feitos

com a elevacdo da temperatura ambiente para 25 + 1°C praticamente ndo alteraram a
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reducdo da temperatura induzida pelo estresse de contencdo, o que diminui a
possibilidade da influéncia da temperatura ambiente (dados ndo apresentados). Esses
dados corroboram com os relatos de Herbert & Howes (1993), que observaram a
ocorréncia de hipotermia induzida por contengdo em ratos a uma temperatura ambiente
de 25°C. Tendo em vista esses e outros dados disponiveis na literatura, podemos
considerar a existéncia de um controle extremamente fino, e que aparentemente,
responde de maneira especifica a diferengas sutis na natureza e intensidade do estimulo
ao que o animal € submetido. Contudo, ndo podemos descartar ainda, a possibilidade de
influéncias do temperamento do animal no que se refere as respostas termorregulatorias
induzidas por estressores psicolégicos.

A reducdo moderada da temperatura corporal (i.e. hipotermia
regulada/anapirexia) é considerada benéfica ao organismo em diferentes situacfes de
estresse como por exemplo, na hipdxia, hipoglicemia, sepse e choque hemorréagico
contribuindo com a reducdo dos danos causados pelo estresse oxidativo (Arrica &
Bissonnette, 2007; Guven et al, 2002; Katz et al, 2004), bem como reduzindo o gasto
energético (Almeida & Branco, 2000; Almeida & Branco, 2002; Almeida et al, 2006;
Steiner & Branco, 2002a).

Desde a década de 90, nosso grupo tem se dedicado ao estudo da via HO-CO-
GMPc no controle da temperatura corporal tanto para o desenvolvimento da febre,
como durante a hipotermia. Assim, ja foi demonstrado que a via HO esta envolvida na
regulacdo das hipotermias induzidas por hipoglicemia pela administracdo de 2-
deoxiglicose (2-DG) (Almeida & Branco, 2000) e insulina (Almeida & Branco, 2002), e
também pela hipdxia (Paro et al, 2002), e nesses casos 0 CO parece atuar protegendo o

organismo contra quedas severas na Tc.
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O LC é o principal nacleo catecolaminérgico do SNC e emite projecoes
noradrenérgicas diretas ao prosencéfalo (Carrasco & Van de Kar, 2003; Curtis &
Valentino, 1994; Sawchenko & Swanson, 1982), incluindo o hipotalamo (Carrasco &
Van de Kar, 2003; Habib et al, 2001), um centro que integra as respostas
neuroendocrinas ao estresse. O LC é ativado por inimeros estimulos promotores de
estresse, que podem levar a liberacdo de noradrenalina em regides encefélicas inervadas
pelo LC (Gresch et al, 1994, Pacak et al, 1995; Pacak & Palkovits, 2001; Quirarte et al,
1998; Sved et al, 2002) paralelamente aos efeitos estimulatérios do LC na atividade do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) (Morrison, 2001; Sved et al, 2002; Ziegler et
al, 1999). A estimulacdo do LC em situacGes de estresse ja foi demonstrada através de
alteracGes na atividade eletrofisioldgica de seus neurdnios (Abercrombie & Jacobs,
1987, Jacobs et al, 1991; Sved et al, 2002) ou pela observacdo de alteracbes na
expressao de immediate-early genes, como por exemplo c-fos (Chen & Herbert, 1995;
Cullinan et al, 1995; Pacak & Palkovits, 2001; Sved et al, 2002). Chen & Herbert
(1995) relataram que uma Unica sessdo de estresse de contencdo induziu hipotermia
combinada a um aumento significativo dos niveis plasmaticos de corticosterona e da
expresséo de c-fos no LC de ratos.

Os resultados apresentados neste estudo, apontam para uma importante
participagdo da via HO-CO-GMPc no LC na reducdo da Tc durante os 10 a 15 minutos
que sucedem o inicio do periodo de contencdo, porém o mecanismo pelo qual o CO
enddgeno atua para promover essa rapida e marcante reducdo da T, ainda ndo foi
esclarecido. Pineda et al (1996) relataram que o CO, resultante da ativacdo da HO,
estimula os neur6nios do LC aumentando sua atividade eletrofisiolégica. Uma hipdtese
plausivel para explicar nossos resultados leva em consideracéo a estreita relagdo entre o

LC e a liberacdo de peptidios conhecidos por reduzir a T, que estdo envolvidos nas
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respostas neuroenddcrinas ao estresse, como por exemplo, a ocitocina e a vasopressina,
além daqueles relacionados ao eixo HPA (i.e. hormonio liberador de corticotrofina,
CRH e hormonio adrenocorticotrofico, ACTH). Muitos estudos tém demonstrado que
aumentos na producdo enddgena de CO (via ativacdo da HO no hipotalamo) estéo
associados com a reducdo na liberacdo de ocitocina e vasopressina, ao passo que as
evidéncias sobre o efeito do CO no eixo HPA ainda sdo muito controversas (Navarra et
al, 2000). No entanto, um estudo muito bem conduzido utilizando estresse por
eletrochoque confirmou que o CO exerce um efeito estimulatorio na resposta do eixo
HPA ao estresse fisico-emocional, e que o hipotdlamo (i.e. PVN) é o sitio critico dessa
acao do CO (Kim & Rivier, 2000).

Além disso, existem relatos de que os neurdnios noradrenérgicos do LC sdo
anatomicamente e funcionalmente relacionados ao eixo HPA (Carrasco & Van de Kar,
2003; Sved et al, 2002) e que a atividade desse ndcleo pontino esta intimamente
relacionada as respostas do eixo HPA ao estresse. Assim, o LC pode modular as
respostas do eixo HPA por meio de projecdes diretas ao PVN (Cunningham &
Sawchenko, 1988; Sved et al, 2002), ou alternativamente, o pode estimular neurdnios
CRH no PVN via projecbes para amigdala ou via ndcleo leito da estria terminal
(BNST), visto que a quantidade de noradrenalina é aumentada nessas areas por alguns
tipos de estresse (Herman & Cullinan, 1997; Prewitt & Herman, 1998; Sved et al,
2002).

Ao contréario do que foi observado nos experimentos i.c.v., os dados obtidos
neste estudo sdo evidéncias de que o CO, endogenamente produzido pela HO no LC,
tem um papel chave no redugdo da Tc induzida pelo estresse de contencao,

apresentando uma acao criogénica por meio da ativacdo da GCs e aumento nos niveis
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intracelulares de GMPc. Assim, no LC, o CO parece atuar favorecendo a reducdo da Tc
e consequentemente os beneficios que ela pode oferecer em situacdes de estresse.
Interessantemente, os resultados obtidos com a modulagdo da via da HO-CO-
GMPc no LC durante o estresse de contencdo estdo em pleno acordo com os dados
obtidos nos experimentos de febre induzida por LPS, no qual o CO apresenta efeito
antipirético. Ou seja, tanto apds o estimulo por LPS quanto durante o estresse de
contencdo, a ativacdo desta via pode atuar na termorregulacdo promovendo a reducédo da

T, em ratos.
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8. CONCLUSOES

1) A via HO-CO-GMPc no LC esta envolvida na resposta termorregulatoria a dois
tipos distintos de estimulos: o inflamatotio e o estresse psico-emocional.

2) Nos dois casos, a inducdo farmacoldgica da via HO-CO-GMPc no LC promoveu
reducdo da T, de ratos. Ou seja, ap6s o estimulo inflamatorio os aumentos dos
niveis endogenos de CO tém efeito antipirético, atenuando a febre induzida por
LPS, enquanto durante o estresse de contencdo exerce um efeito criogénico
intensificando a reducdo da Tc induzida pelo estresse.

3) O presente trabalho ainda apresenta mais uma evidéncia de que um mesmo
mediador, no caso o CO, pode ter diferentes acdes no SNC de acordo com o

lugar em que atua.

Analisando em conjunto todos os resultados apresentados neste trabalho, pode-
se sugerir que a ativacdo da via HO-CO-GMPc no LC, que ocorre ap6s a administracao
de LPS, participa da regulacdo da temperatura corporal durante o desenvolvimento da
resposta febril, exercendo acdo antipirética, podendo evitar que a T alcance niveis
deletérios ao organismo, ou até mesmo letais. Durante o estresse, no entanto, a ativagao
desta via tem efeito criogénico, favorecendo o desenvolvimento de uma reducéo na T. e

dos beneficios que esta pode oferecer durante o estresse.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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