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RESUMO

SORIANO, R.N. Atividade pré-pirética da via do 6xido nitrico no locus coeruleus. 2010.
107 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2010.

O 6xido nitrico (NO) modula a resposta febril induzida por lipopolissacarideo (LPS) no sistema
nervoso central. Sabendo que os neurdnios do locus coeruleus (LC) expressam as enzimas 6xido
nitrico sintase (NOS) e guanilato ciclase solivel (sGC), no presente estudo avaliamos in vivo e ex
vivo o possivel papel da via NO-GMP ciclico (¢cGMP) no LC na febre induzida por injecao
intraperitoneal (ip) de LPS. A temperatura corporal (Tb) de ratos foi registrada antes e depois de
modulacdo da referida via no LC; e, além disso, foi medida a concentracdo de nitrito/nitrato
(NOx) e cGMP no ndcleo. Ratos ndo-anestesiados e nao-confinados receberam uma
microinjecdo no LC de um inibidor ndo-seletivo da NOS (.-NMMA), ou de um doador de NO
(NOC12), ou de um inibidor da sGC (ODQ), ou de um andlogo do cGMP (8-Br-cGMP), e
receberam também uma injecao i.p. de LPS. A inibicdo da NOS ou da sGC antes da injec@o de
LPS prolongou significativamente a laténcia para o inicio da resposta febril. Durante o curso da
febre, a inibicdo destas enzimas atenuou a resposta febril, enquanto que o NOC 12 e o 8-Br-
c¢GMP exacerbaram tal resposta. Os resultados indicam, pois, que a via NO-cGMP no LC exerce
um papel pro-pirético. Além disto, observamos um aumento expressivo nas concentragdes de
NOx e cGMP no LC duas horas e meia apos a injecdo i.p. de LPS, indicando que a resposta
febril € acompanhada por estimulagdo da via NO-cGMP no LC.

Palavras-chaves: Febre, Lipopolissacarideo, Nitrito/nitrato, GMP ciclico
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ABSTRACT

SORIANO, R.N. Propyretic role of the locus coeruleus nitric oxide pathway. 2010. 107 p.
Dissertation (Doctorate) — Medical School of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdao
Preto, 2010.

Nitric oxide (NO) has been reported to modulate fever in the brain. However, the sites where NO
exerts this modulation remain somewhat unclear. Locus coeruleus (LC) neurons express not only
nitric oxide synthase (NOS) but also soluble guanylyl cyclase (sGC). In the present study, we
evaluated in vivo and ex vivo the putative role of the LC NO-cGMP pathway in fever. To this
end, deep body temperature (Tb) was measured before and after pharmacological modulations of
the pathway. Moreover, nitrite/nitrate (NOx) and cGMP levels in the LC were assessed.
Conscious rats were microinjected within the LC with a non-selective NOS inhibitor (N(G)-
monomethyl-l-arginine acetate)y a NO donor (NOC12), a sGC inhibitor (1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one) or a cGMP analogue (8-bromo-cGMP) and injected
intraperitoneally with lipopolysaccharide (LPS). Inhibition of NOS or sGC before LPS injection
significantly increased the latency to the onset of fever. During the course of fever, inhibition of
NOS or sGC attenuated the febrile response, whereas microinjection of NOC12 or 8-bromo-
c¢GMP increased the response. These findings indicate that the LC NO-cGMP pathway plays a
propyretic role. Furthermore, we observed a significant increase in NOx and cGMP levels,
indicating that the febrile response to LPS is accompanied by stimulation of the NO-cGMP
pathway in the LC.

Keywords: Fever, Lipopolysaccharide, Nitrite/nitrate, cyclic GMP
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Acido araquidénico

aCSF Fluido cerebroespinhal artificial

BAT Tecido adiposo marrom

BBB Barreira hematoencefalica

cAMP Adenosina monofosfato ciclico

cGMP Guanosina monofosfato ciclico

Co Monéxido de carbono

cPLA Fosfolipase A citosdlica

COX Ciclooxigenase

DMH Nicleo dorsomedial do hipotdlamo

DMSO Dimetil sulféxido

DRG Ganglio da raiz dorsal da medula espinhal
EPM Erro padrdo da média

H,S Sulfureto de hidrogénio ou 4cido sulfidrico

HO Heme oxigenase

IL Interleucina

ip Intraperitoneal

IML Coluna intermediolateral da medula espinhal
Kc Célula de Kupffer

LC Locus coeruleus

LPB Nicleo parabraquial lateral

LPBd Subnucleo dorsal do LPB

LPBel Subnicleo externo lateral do LPB

LPBc¢ Subniicleo central do LPB

LPS Lipopolissacarideo (endotoxina)

MnPO Niicleo mediano da édrea pré-Optica do hipotdlamo
mPGES Sintase microssomal de prostaglandina da série E
MPO Nicleo medial da drea pré-6ptica do hipotdlamo
NO Oxido nitrico
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NOS
NTS
NOx
OVLT
PAG
PG
PGE
PKG
POA
rRPa
RVLM
pLCrm
PVN
sGC
SNC
Ta

Oxido nitrico sintase

Nucleo do trato solitério
Nitrito/nitrato

()rgﬁo vasculoso da 1amina terminal
Sustancia cinzenta periaquedutal
Prostaglandina

Prostaglandina da série E

Proteina quinase G

Area pré-6ptica do hipotdlamo
Regido rostral do nicleo pallidus da rafe
Nucleo rostral ventrolateral do bulbo
Regido rostromedial pericoerulear
Nucleo paraventricular do hipotdlamo
Guanilato ciclase soldvel

Sistema nervoso central

Temperatura ambiente

Temperatura corporal interna
Temperatura corporal interna inicial (basal)
Transient Receptor Potential
Receptor toll-like

Temperatura ambiente de preferéncia
Temperatura da pele

Neurdnio sensivel a calor
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1. INTRODUCAO
1.1. Introducio ao sistema de controle da temperatura corporal
1.1.1. Aspectos basicos

Varidveis bioldgicas, como a temperatura corporal, sdo controladas a todo instante por
sistemas contendo receptores/sensores, vias aferentes, integradores centrais, vias eferentes e
efetores que mantém a relativa constancia destas, mesmo diante de mudancgas drésticas no meio
externo. A temperatura corporal pode ser considerada um dos sinais vitais, assim como as
frequéncias cardiaca e respiratoria, e exerce consideravel influéncia sobre as fungdes fisioldgicas
e bioquimicas bésicas. A temperatura € um fator importantissimo na determinacdo da energia
cinética das moléculas em geral e, portanto, influencia todas as reacdes quimicas conhecidas,
incluindo as que ocorrem em meio biolégico, tais como: as reacdes enzimdticas, a atividade
neuronal, a contratilidade muscular, a interacdo ligante-receptor e a fun¢do do sistema imune.

Do ponto de vista do ramo da Fisiologia que estuda o controle da temperatura corporal
(termorregulacdo), o corpo pode ser dividido em duas partes: a parte interna (profunda) do eixo
do corpo (do inglés, “core”) — o eixo central do corpo, compreendendo cabeca, troco e abdome,
incluindo especialmente o sistema nervoso central e as visceras tordcica e abdominal —, e a
periferia (do inglés, “shell”), o restante do corpo, incluindo os membros e a pele.

O centro do corpo tem uma temperatura relativamente alta (~ 37°C) em ratos e humanos,
homeotérmicos de um modo geral. Comparado com a periferia, o centro é relativamente
homogéneo e sua temperatura € relativamente estdvel (mudancas de ~ 1°C). A periferia, por
outro lado, é termicamente heterogénea; a temperatura periférica, especialmente a temperatura da
pele (Tg), varia bastante (mudancas de ~ 10°C) em condicdes fisioldgicas (ROMANOVSKY et

al., 2002). O sistema de termorregulacdo niao apenas mantém a temperatura corporal interna (Tb)
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em um nivel relativamente estdvel, mas também a aumenta ou diminui quando necessdario, por
exemplo, durante o exercicio fisico ou durante o sono, respectivamente.

1.1.2. Aspectos gerais

Similar a outros sistemas fisiolégicos (PARTRIDGE, 1982), o sistema de
termorregulacdo funciona como um conjunto de alcas termoefetoras relativamente independentes
entre si (SATINOFF, 1978), sem a existéncia de um tnico controlador e sem um unico ponto
(temperatura) de referéncia ou seu equivalente (WERNER, 1979). Cada al¢a termoefetora possui
uma via eferente particular que controla a resposta efetora correspondente (NAGASHIMA et al.,
2000; MORRISON et al., 2008). Cada al¢a termoefetora é sensivel a uma combinagdo dnica de
temperaturas da periferia (Ty) e do dentro do corpo (Tb) (JESSEN, 1981; ROBERTS, 1988;
SAKURADA et al., 1993), e cada uma, portanto, participa da defesa de um nivel diferente de
uma temperatura diferentemente distribuida pelo corpo (ROMANOVSKY, 2004;
ROMANOVSKY, 2006). Este conceito ndo requer nem a computacdo de uma Tb integrada e
nem a sua comparagao com uma temperatura de referéncia evidente ou escondida em um sistema
unificado.

Ao agir sobre os elementos termorreceptores dos neurOnios termossensiveis, a
temperatura local (interna ou periférica) pode alterar a atividade destes neurdnios e causar
mudancgas sequenciais na atividade neuronal ao longo de toda a via que controla um dado
termoefetor (ROMANOVSKY, 2006). Isto enfatiza a importancia dos elementos
termorreceptivos de neurdnios termossensiveis e da a estes elementos uma fungdo importante em
determinar se uma resposta termoefetora serd acionada. Na maioria das vezes, o recrutamento de
termoefetores em uma resposta termorreguladora parece ser um evento altamente coordenado.

Os efetores que afetam o equilibrio térmico em dire¢des opostas ndo sdo tipicamente ativados
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simultaneamente (ROMANOVSKY, 2006). Respostas caras energeticamente e as que envolvem
o consumo de dgua geralmente sdo desencadeadas apds respostas que ndao consomem muita
energia ou agua (as comportamentais, por exemplo). Esta coordenacdo entre termoefetores
costumava ser explicada pela presenca de um coordenador, um mddulo especializado na rede de
controle unificado. No entanto, este coordenador nunca foi encontrado experimentalmente. E
mais provdavel que a coordenagdo entre termoefetores seja conseguida através de varidveis
controladas comuns, que em grande parte se sobrepdem (ROMANOVSKY, 2006).
1.1.3. Termorregulacio autonéomica e comportamental

A termorregulacdo é realizada a partir de respostas efetoras multiplas, fisioldgicas e
comportamentais. Comportamentos de termorregulacdo incluem o deslocamento do animal para
evitar calor ou frio, assim como muitos outros: desde simples mudangas posturais até o
complexo programa comportamental dos seres humanos. As principais respostas fisiologicas de
defesa contra o frio sdo produzidas por tremores musculares e também por alteracdes
autondmicas (simpdticas): a vasoconstri¢cdo cutanea e a termogénese no tecido adiposo marrom
(BAT). Embora os ratos apresentem robustas respostas envolvendo tremores musculares, se a Tb
cair, a termogénese no BAT é o mecanismo mais importante para a producdo de calor nestes
animais (CANNON & NEDERGAARD, 2004). Por outro lado, apesar dos humanos terem
depdsitos significativos de BAT (NEDERGAARD et al. 2007), os tremores musculares sdo o
mecanismo mais importante para a produgdo de calor.

Respostas fisioldgicas autondmicas de defesa contra o calor incluem a vasodilatagdao
cutanea, a qual facilita a perda de calor para o ambiente, e as respostas espécie-especificas
destinadas a evaporacdo de dgua a partir da pele, por exemplo, a sudorese em humanos e a

salivacdo termorreguladora em ratos.
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O controle da Tb por meio de mecanismos autondémicos € limitado, especialmente em
ambientes com temperaturas extremas, e, além disto, este tipo de termorregulacdo depende de
um elevado custo hidrico (calor) ou metabdlico (frio). Os mecanismos mais eficazes para perda
de calor envolvem perda de dgua pelo corpo (salivacdo, sudorese e polipnéia), enquanto que 0s
mecanismos termogénicos necessitam de energia metabdlica. Em contraste a termorregulagcao
autondmica, a termorregulacdo comportamental ndo utiliza obrigatoriamente os estoques de dgua
ou energia do organismo, além de ser eficaz em condi¢des extremas. Por exemplo, se ndo fosse
pela termorregulagdo comportamental (através da construg@o de abrigos e roupas, e pelo uso do
fogo), o homem ndo teria sido capaz de habitar regides de clima ndo-tropical. Além distso, a
termorregulacdo comportamental mostra-se importante também em condigdes fisiopatologicas,
como, por exemplo, durante a febre. Exemplificando tal importancia, destaca-se um estudo que
mostrou que ratos idosos apresentam resposta febril quando estdo em ambiente heterotérmico
(em um termogradiente, por exemplo), onde podem escolher temperaturas ambientes (Ta) mais
altas, mas ndo exibem tal resposta se mantidos a uma Ta constante (ambiente isotérmico)
(FLOREZ-DUQUET et al., 2001). Embora a importancia dos mecanismos comportamentais para
a regulacdo da Tb seja evidente tanto em condig¢des fisiolégicas (por ex., exposi¢do ao frio ou
calor) quanto fisiopatologicas (por ex., febre), pouco € conhecido sobre as vias neurais
envolvidas na termorregulacdo comportamental (ALMEIDA et al., 2006a; ALMEIDA et al.,

2006b).

A capacidade de sentir a Ta € essencial para o comportamento de busca por uma Ta de
preferéncia (Tprer). Além disto, sabe-se ainda que a Ta € um fator determinante durante a resposta

febril a inflamagao sistémica (que pode ser induzida, por exemplo, por meio da administracao de
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lipopolissacarideo, LPS) e durante o choque endotdxico (induzido por meio da administracdo de

LPS em doses muito elevadas) (ROMANOVSKY, 2004).
1.1.4. Sensores de temperatura: canais ionicos TRP

A participagdo dos canais termo-TRP (“transient receptor potential’), canais idnicos que
funcionam como sensores de temperatura, tem sido grandemente explorada nos ultimos anos. Os
canais TRPMS8 (“melastatin”) da pele sdo ativados pelo frio, enquanto que os TRPV4
(“vanilloid”) respondem ao calor (ROMANOVSKY, 2007). Alguns trabalhos mostram que o
nicleo parabraquial lateral (LPB) € ativado durante a exposi¢do de animais ao frio
(BRATINCSAK & PALKOVITS, 2004, 2005; NAKAMURA & MORRISON, 2008).
Neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRG), cujos terminais cutaneos sdo, supostamente,
portadores de TRPMS, fazem sinapses com neurdnios da ldmina I do corno dorsal da medula
espinhal que, por sua vez, enviam proje¢des para o LPB, especialmente para os subnicleos
externo lateral (LPBel) e central (LPBc) do LPB. Os neurtnios destes subnicleos enviam
projecdes glutamatérgicas para o nicleo mediano da drea pré-optica do hipotdlamo (MnPO),

como descrito abaixo (NAKAMURA & MORRISON, 2008b).

Os canais idnicos TRPMS8 (também conhecidos como CMRI1) estio localizados
imediatamente abaixo da epiderme e também nos tecidos profundos do corpo e no SNC. Sabe-se
que a estimulacdo dos TRPMS8 pode ser mediada também, por agonistas destes canais, como o
mentol (ALMEIDA et al., 2006a). O suposto limiar de temperatura para ativacao desses canais é
de aproximadamente 25°C, consistente com o papel de percep¢do de frio indcuo; a detec¢do de
temperaturas mais frias, associadas com sensagcdo dolorosa (“painfully cold temperatures”),
parece ser mediada pelos canais TRPA1 (‘ankyrin’) (ROMANOVSKY, 2007). A ativacdo dos

canais TRPMS8 aumenta o influxo de corrente catidnica ndo-seletiva e, consequentemente, o
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potencial de membrana, gerando potenciais de a¢do que sdo conduzidos pela via descrita acima
(DRG-Lamina I-LPBel-MnPO). Esta via aferente de controle homeostatico da Tb € distinta da
via espinotalamocortical envolvida com a sensacdo discriminativa (consciente) de temperatura
(ROMANOVSKY, 2007; NAKAMURA & MORRISON, 2008b). A via de percep¢do e
discrimina¢do da Ta é composta por neurdnios do DRG e da 1amina I da medula espinhal (e os
trigeminais equivalentes, os quais estdo envolvidos com a percep¢do térmica da regidao da
cabeca, face), pelo nucleo parabraquial, mas ndo sua porcdo lateral (LPB), pelas porcoes
posterior e basal do nicleo ventromedial do tdlamo e pelo cértex insular (ROMANOVSKY,
2007), mas ndo o somatossensorial (giro pds-central) — ativado pela sensacao titil, mas ndo pela

sensacdo de temperatura (CRAIG, 2002).

1.1.5. Via aferente do sistema termorregulador

As vias neurais de termorregulagdo no homem sao desconhecidas, mas em animais de
laboratdrio as vias neurais para a termogénese no BAT e a vasoconstricdo cutdnea, bem como
aquelas para os tremores musculares, e, em menor extensio, para a salivacdo e a vasodilatagao
cutianea, foram identificadas e caracterizadas durante as ultimas duas décadas. Embora cada
resposta efetora seja controlada por vias neurais distintas, estas vias, especialmente para a
termogénese (BAT) e a vasoconstri¢do cutinea, seguem padrdes similares.

Os neurOnios aferentes primdrios das vias neurais do sistema termorregulador sio
neurdnios sensoriais localizados no DRG, ginglio nodoso ou ginglio trigeminal. Dos trés
grandes tipos fisiolégicos de neurdnios do DRG, i.e., mecanorreceptores, nociceptores e
termorreceptores (Perl, de 1992), os dois ultimos tipos respondem a estimulos térmicos, nocivos
(nociceptores) ou indcuos (termorreceptores). A maioria dos terminais sensitivos

termorreceptores dos neurdnios aferentes primdrios estd localizada imediatamente abaixo da
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epiderme e respondem a temperaturas periféricas na pele e nas mucosas bucal e urogenital; a
maioria dos receptores periféricos superficiais € sensivel ao frio (NOMOTO et al., 2004). A Ta é
detectada por termorreceptores (pelo menos alguns dos quais sdo canais TRP) localizados nas
terminagdes nervosas cutaneas de fibras Ad, levemente mielinizadas (sensiveis ao frio), ou de
fibras amielinicas C (sensiveis ao calor) de neurénios do DRG (ou do ganglio nodoso ou
trigeminal). Craig e colaboradores (ANDREW & CRAIG, 2001; CRAIG et al., 2001) tém
distinguido os neurdnios da lamina I do corno dorsal da medula espinhal que sdo
termorreceptores (que respondem ao resfriamento ou aquecimento indcuos da pele e sdo
importantes na termorregulacdo) de células que s@o nociceptivas especificas e nociceptivas
polimodais (que respondem ao calor e ao frio nocivos e sdo importantes para o processamento da
dor). Além dos neurdnios que respondem ao frio e ao calor inécuos na periferia do corpo, ha
também os localizados em tecidos profundos, que respondem a Tb; as terminacdes destes
neurdnios, situados no DRG, no ginglio nodoso e no ganglio trigeminal, inervam aferentes
esplancnicos e vagais do esdfago, estdmago, grandes veias intra-abdominais e outros 6rgaos
(RIEDEL, 1976; CRANSTON et al., 1978; GUPTA et al., 1979; EL OUAZZANI & ME]I,
1982). Embora estes receptores da Tb sejam distintos dos sensores superficiais, eles também
detectam principalmente o frio, em vez de calor (CRANSTON et al., 1978; GUPTA et al.,
1979).

Como mencionado acima, os neurdnios da ldmina I do corno dorsal da medula espinhal
de ratos transmitem sinais térmicos da pele (e de outros 6rgaos do corpo) para neurdnios do LPB
que enviam projecdoes para o MnPO (NAKAMURA & MORRISON, 2008b). O suporte
experimental para esta via é fornecido por dados que mostram que os terminais dos axonios dos

neurdnios da lamina I fazem aposi¢des estreitas com estruturas pos-sindpticas dos neurdnios do
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LPBel que enviam projecoes para a POA; os neurdnios do LPBel que enviam projegdes
diretamente para o MnPO sdo ativados pelo resfriamento da pele (NAKAMURA &
MORRISON, 2008b). Além disto, a inibicdo dos neurdnios do LPBel ou o bloqueio dos
receptores de glutamato neste nicleo faz cessar completamente as respostas fisiologicas de
defesa contra o frio provocadas pelo resfriamento da pele. Portanto, a ativa¢do dos neuronios do
LPBel, provavelmente por vias glutamatérgicas de neurdnios da lamina I, € essencial para o
inicio das respostas efetoras de defesa contra estimulos cutdneos indcuos de frio. Uma via
paralela, que envolve os neurdnios do subntcleo dorsal do LPB (LPBd), tem sido proposta para a
defesa contra o calor, respondendo a estimulos quentes indcuos na pele (NAKAMURA &
MORRISON, 2007b).

Neuronios do LPBel ativados pelo resfriamento da pele enviam projecdes glutamatérgicas
para ativar neur6nios GABA¢érgicos (4cido y-aminobutirico, GABA) do MnPO, enquanto que os
neurdnios do LPBd ativados pelo aquecimento da pele provavelmente enviam projecdes
glutamatérgicas para ativar neurdnios glutamatérgicos do MnPO. A termogénese no BAT,
ativada por estimulo no LPBel, é bloqueada por antagonistas de receptores de glutamato no
MnPO, e, inversamente, a estimulacdo dos neurdnios glutamatérgicos do MnPO provoca
respostas termogénicas (NAKAMURA & MORRISON, 2008a,b). Existem proje¢des também do
MnPO para o LPB, havendo, portanto, uma conexao reciproca entre estes nicleos (ZARDETTO-
SMITH & JOHNSON, 1995). Ambas as populacdes de neur6nios do MnPO projetam axdnios
em direc@o aos neurdnios sensiveis a calor (W) do MPO (considerados os primeiros neuronios da
via eferente do sistema termorregulador).

1.1.6. Via eferente do sistema termorregulador

1.1.6.1. Respostas autonémicas
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Os neur6énios W do MPO sdo considerados os primeiros neurdnios eferentes envolvidos
com o controle da termogénese no BAT, da vasoconstricdo da pele e do tremor muscular
(ROMANOVSKY, 2007). Sabe-se que a inibi¢do dos neurdnios W (mas ndo do MnPO ou da
POA lateral) aumenta a Tb e a atividade no BAT (OSAKA, 2004), sugerindo que estes neurdnios
sdo tonicamente ativos e inibitérios, suprimindo, em condi¢des normais, a termogénese e/ou a
vasoconstricao cutinea.

Estudos mostram que o resfriamento local da POA estimula a termogénese (HAMMEL et
al., 1960; IMAI-MATSUMURA et al., 1984), e que transecgdes coronais imediatamente caudais
a POA aumenta tanto a termogénese no BAT (CHEN et al., 1998) quanto a atividade eferente
simpdtica para os vasos sanguineos da pele (RATHNER et al., 2008). Em sintonia com estes
achados publicados em décadas passadas, tem sido mostrado mais recentemente que oOS
neurdnios do MPO inibem tonicamente regides caudais do encéfalo, tais como o nucleo
dorsomedial do hipotdlamo (DMH) e a porcdo rostral do nucleo pallidus da rafe (rRPa), que
ativam os termoefetores controlados pelo simpdtico (BAT e vasos da pele da cauda de ratos e
camundongos) (NAKAMURA & MORRISON, 2007a; MORRISON et al., 2008; RATHNER et
al., 2008). Os neurdnios pré-motores simpdaticos da rRPa estimulam os neurdnios pré-
ganglionares simpdticos da coluna intermediolateral (IML) da medula espinhal que comandam a
termogénese no BAT e a vasoconstricdo cutanea (SMITH et al., 1998; CANO et al., 2003;
NAKAMURA et al., 2004). Como a termogénese no BAT induzida pelo resfriamento da pele
(NAKAMURA & MORRISON, 2007a) ou pela ativagdo de neurénios do MnPO (NAKAMURA
& MORRISON, 2008a) ¢ revertida pelo bloqueio dos receptores GABA, no MPO, postula-se
que os neurdnios do MnPO ativados por sinais cutaneos de frio indcuo liberem GABA sobre os

neurdnios de projecdo inibitéria do MPO, reduzindo, assim, a supressdo tonica sobre o DMH ou
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a rRPa. O nucleo rostral ventrolateral do bulbo (RVLM) também contém neurdnios pré-motores
simpdticos que influenciam a eferéncia simpatica para os vasos sanguineos da pele, de modo que
se considera que estes neurOnios estejam envolvidos na resposta de vasoconstricio da pele
induzida pelo frio (OOTSUKA & MCALLEN, 2005). No entanto, de acordo com um estudo
anterior, os neurdnios do RVLM nao parecem estar envolvidos no controle termorregulador do
tonus vasomotor cutaneo, pois seus neurdnios niao recebem uma quantidade significativa de
projecdes dos neurdnios inibitérios do MPO (TANAKA et al., 2002). Na via eferente que
controla o BAT, ha também proje¢cdes do MPO para outros nticleos, além do DMH e da rRPa,
(ROMANOVSKY et al. 2005), incluindo, entre outras, as proje¢des para o locus coeruleus (LC)
(RIZVI et al., 1994; LUPPI et al., 1995) e para o PVN (HORN et al., 1994, LU et al., 2001).
Além dos nucleos ja descritos, nucleos localizados no mesencéfalo também parecem estar
envolvidos em vias termoefetoras, incluindo a 4rea tegmental ventral, a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), o campo retrorubral e a formacdo reticular mesencefélica
(ROMANOVSKY et al., 2005; ROMANOVSKY, 2007).

No ramo eferente, a separacdo das alcas que controlam a termogénese no BAT e a
vasoconstricdo cutanea € evidente. Uma populacio de neurdnios W inibe neurdnios
simpatoexcitatérios do DMH e da rRPa que estimulam o BAT (NAKAMURA et al., 2002;
NAKAMURA et al., 2005; NAKAMURA & MORRISON, 2007a; MORRISON et al., 2008),
enquanto outra populagcdo inibe neurdnios pré-motores simpdticos da rRPa envolvidos com a
vasoconstricdo da pele da cauda (NAKAMURA et al., 2002; RATHNER et al. 2008 ). Isto
explicaria as razdes pelas quais a eferéncia simpética para o BAT, mas nio para os vasos da pele
(RATHNER et al., 2008), depende da atividade dos neurdnios simpatoexcitatérios do DMH

(ZARETSKAIA et al., 2003; MADDEN & MORRISON, 2004). As alcas de termogénese no
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BAT e de vasoconstricio da pele também contém neur6nios pré-ganglionares funcionalmente
especificos, contribuindo para a falta de relacdo entre as atividades simpdticas que comandam
estes dois efetores (OOTSUKA & MCALLEN, 2006).

1.1.6.2. Respostas comportamentais

Como descrito, as vias neurais eferentes dos termoefetores autondmicos e dos musculos
esqueléticos (tremores) incluem os neur6nios W (NAGASHIMA et al., 2000; ROMANOVSKY,
2006); por outro lado, estes neur6nios ndo parecem estar envolvidos em respostas
comportamentais de termorregulacdo. Na verdade, o uinico comportamento de termorregulagao
dos mamiferos em que a participagdo do MPO tem sido firmemente estabelecida € a extensio
postural relaxada em resposta a exposicao ao calor; tal resposta comportamental ndo ocorre em
animais com lesdo no MPO (ROBERTS & MARTIN, 1977). Outros comportamentos de
termorregulacdo, como o deslocamento para uma zona de recompensa ou o ato de pressionar
uma alavanca para acionar o aquecimento ou o resfriamento do sistema, permanecem intactos em
animais com lesdo da POA (LIPTON, 1968; CARLISLE, 1969; SATINOFF & RUTSTEIN,
1970; SCHULZE et al., 1981). Grandes lesdes bilaterais na POA (incluindo o MPO inteiro) nao
alteram as respostas de busca pelo frio ou pelo calor frente a estimulos térmicos (exposi¢do ao
frio e ao calor), quimicos (agonistas TRPV1 e TRPMS) ou inflamatérios (doses baixas e altas de
LPS) (ALMEIDA et al. 2006b).

Os neur6nios do MPO ndo parecem estar envolvidos, portanto, em comportamentos de
termorregulacdo; por outro lado, o MnPO estd envolvido em pelo menos um fendmeno de
termorregulacdo comportamental: a intensificacio de um comportamento de termorregulacio
operante (mover-se para uma zona de recompensa, durante a exposi¢@o ao calor, a fim de acionar

uma brisa de ar frio) engatilhado por solucdo salina hipertonica (KONISHI et al., 2007). Sabe-se
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que os neurdnios do DMH e fibras que passam pelo PVN sdo necessdrios para o comportamento
de busca por frio em ratos durante o choque induzido por LPS (ALMEIDA et al., 2006b); mas,
em geral, ndo se sabe muito sobre as vias neurais envolvidas com a termorregulacdo

comportamental (NAGASHIMA et al., 2000; ROMANOVSKY, 2007).
1.2. Introducao a resposta febril
1.2.1. Aspectos basicos

Quando um organismo € invadido por agentes patogénicos (virus, bactérias, fungos, etc.),
reacdes locais nao-especificas sdo iniciadas no hospedeiro para protegé-lo e preservar suas
funcdes normais. O termo geral para estas reagdes € inflamacdo. Embora seja geralmente
considerado um processo destrutivo, é na verdade uma resposta homeostatica (fisiolégica)
normal, que se torna patoldgica somente quando escapa do controle regulador do hospedeiro e/ou
torna-se cronica (BLATTEIS, 2006). A resposta inflamatdria local € iniciada pela liberacdo, por
varios tipos de células ativadas pelos invasores patogé€nicos, de uma série de mediadores soluveis
(substancia P, neurotensina, histamina, serotonina, prostaglandinas, e outros) que promovem um
aumento na permeabilidade vascular, facilitando, consequentemente, a chegada de plasma e
fatores circulantes soluveis no espago extravascular (BLATTEIS, 2006). No local da inflamacdo,
tais fatores sdo ativados por contato com os microbios e/ou seus produtos (por exemplo, LPS,
complexos antigeno/anticorpo). Derivados ativos, por sua vez, recrutam fagécitos mononucleares
(macroéfagos teciduais), e neutréfilos circulantes, que removem os micrdbios (fagocitose) e
liberam outros mediadores (por exemplo, citocinas, outras prostaglandinas, leucotrienos, etc.)
que aumentam o processo inflamatério (BLATTEIS, 2006). Os efeitos sdo ainda mais
intensificados quando outras células, atraidas ao local e ativadas pelos mediadores pro-

inflamatérios, produzem outros compostos (por exemplo, enzimas hidroliticas e proteoliticas,
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espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico). No entanto, a0 mesmo tempo, fatores anti-
inflamatérios [por exemplo, interleucina (IL)-4, -6 e -10, fator de crescimento transformador
(TGF)-B] também sao liberados para regular/limitar o processo, de modo que a resposta aguda
seja controlada e auto-limitada (BLATTEIS, 2006). Os produtos resultantes do processo
inflamatério (restos celulares, produtos microbianos, mediadores) sdo drenados da d&rea

inflamada via vasos linféticos e ‘filtrados’ por macréfagos (BLATTEIS, 2006).
1.2.2. A resposta febril induzida por desafio imuno-inflamatério

Produtos do processo inflamatério podem estimular nervos sensoriais locais e/ou escapar
dos processos de degradacdo e filtragem e entrar na circulacdo. Quando os mediadores
inflamatdrios locais entram na circulagc@o e/ou estimulam terminais sensitivos de neurdnios, uma
série de reagdes sistémicas coletivamente denominadas de reacdo de fase aguda € ativada
(BLATTEIS, 2006). Estas respostas sdo amplamente mediadas pelo SNC e podem ser acionadas
nao apenas pela presenca do agente patogé€nico inteiro (infec¢do), mas também por partes
(moléculas) destes (proteinas, RNAs, LPS), por agentes ndo-microbianos (antigenos, agentes
inflamatdrios, lectinas de plantas, drogas) e também por moléculas do préprio organismo
(pir6genos enddgenos: complexos antigeno—anticorpo, metabdlitos de esterdides androgénicos,
cristais de urato, componente C5a, produtos de linfécitos) (BLATTEIS, 2006). O repertério
completo da reacdo de fase aguda € bastante extenso, incluindo alteragdes neuroenddcrinas
(ativagdo do eixo hipotdlo-hipéfise-adrenal), metabdlicas (aumento da protedlise muscular, da
lipogénese, da insulina e do glucagon, reducdo da gliconeogénese), comportamentais (atividade
locomotora reduzida, letargia, sonoléncia, redu¢do da libido, hipofagia, hipodipsia, fraqueza) e
outras (BLATTEIS, 2006). A resposta mais proeminente, mais conhecida e mais caracteristica da

reacdo de fase aguda € a febre, uma concatenacio de eventos regulados, induzidos por pirdgenos
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exogenos e/ou endogenos e modulados por mediadores pré- e anti-inflamatérios, que em ultima
andlise induz um aumento regulado na Tb (BLATTEIS, 2006). Embora seja debilitante, a febre é
uma resposta de cura. Ela surge como resultado de uma sequéncia complexa e gradual de
interacdes entre fatores soltiveis e células, iniciada com a presenca do patdgeno e/ou seus
produtos. O processo € controlado na periferia € no SNC por mediadores que fornecem sinais
pré- e anti-piréticos, em diferentes pontos ao longo da via, que surgem de forma dependente de
tempo e que sdao requintadamente regulados (BLATTEIS, 2006). Os mediadores anti-piréticos,
por exemplo, os glicocorticdides (SORIANO & BRANCO, 2010), funcionam como uma via de
autorregulacao por retroalimentagcdo que atua no sentido de prevenir uma febre excessiva durante
quadros de inflamacdo/infeccdo sistémica. Nos casos em que ocorre uma febre prolongada ou
excessivamente elevada, alguns efeitos potencialmente danosos podem surgir, tais como:
desidratacdo, delirios, convulsdes, desequilibrio de nutrientes, conseqiiéncias teratogénicas, etc.
(BLATTEIS, 2006). O aumento da Tb que ocorre como resultado da operacdo regulada de
efetores termogénicos ativos (febre) potencializa a fun¢io do sistema imune, fazendo com que
sejam aumentados: (1) a migracdo e a motilidade de neutréfilos e mondcitos, (i1) a fagocitose e a
pinocitose, (iii) a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) pelos
fagécitos mononucleares, (iv) a producdo e os efeitos de interferons (IFN), (v) a atividade e a
responsividade de linfocitos, (vi) a producdo de anticorpos, (vii) o efeito bactericida dos agentes

anti-microbianos, etc. (BLATTEIS, 2006).

1.2.3. Mediador da resposta febril: Prostaglandina E,

Desde os estudos de Milton e Wendlandt (1970) e de Vane (1971) tem sido considerado
que a febre € mediada por prostaglandina (PG) da série E, especificamente PGE, (IVANOV E

ROMANOVSKY, 2004). A sintese periférica de PGE,, que ocorre predominantemente em
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macrofagos, no figado e nos pulmdes, e € responsavel pelo inicio (primeira fase) da resposta
febril, ocorre em 3 etapas: (i) fosfolipideos da membrana sdo convertidos a 4cido araquiddnico
(AA) pela fosfolipase A, citosdlica ativada (fosforilada) (p-cPLA;); (ii)) o AA é convertido em
PGH; pela ciclooxigenase 2 (COX-2), cuja transcri¢do apresenta-se aumentada no figado e nos
pulmdes (mas ndo no encéfalo) na primeira fase da febre; (iii) a PGH, € isomerizada em PGE,
por uma sintase de PGE terminal, a microssomal 1 (mPGES-1), que é constitutiva (STEINER et

al., 2006b).

A resposta febril € comumente induzida experimentalmente por meio da administragdo de
LPS, uma molécula da parede externa de bactérias gram-negativas que ativa o sistema imune
(estresse imuno-inflamatério). O LPS € reconhecido no organismo por meio de sua interagao
com receptores “toll-like” 4 (TLR4) de fagdcitos mononucleares (mondcitos e macréfagos),
especialmente aqueles localizados no figado e nos pulmdes (STEINER er al., 2006a;
ROMANOVSKY et al., 2006). Esta interagdo é precedida e acelerada pela ligacdo do LPS na
proteina ligadora de LPS (LBP), presente no plasma, e na proteina CD14, na membrana do
macréfago. Uma vez ativados os TLR4, a sequéncia de reacdes descrita acima ocorre, resultando
na sintese de PGE,: a fosfolipase A, citosdlica (cPLA;) € ativada (fosforilada) em macréfagos no
figado e nos pulmdes, gerando a formacdo de acido araquidonico (AA) a partir de fosfolipideos
da membrana. A enzima COX-2, cuja transcri¢do encontra-se aumentada nos macrofagos (figado
e pulmdes), mas ndo no encéfalo, durante a primeira fase da resposta febril (STEINER et al.,
2006a; ROMANOVSKY et al., 2006), utiliza, entdo, o AA como precursor para sintetizar PGHa.
Por fim, a enzima sintase microssomal 1 de prostaglandina da série E (mPGES-1) isomeriza a

PGH, em PGE..
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1.2.4. Aumento inicial (rapido) da Tb: papel do componente C5a

Alternativamente ao estudo de Steiner e colaboradores (2006a) que demonstrou que os
TLR4 sdo essenciais para o desencademento da resposta febril, Blatteis (2007) sugeriu a
participacdo de uma via mais rdpida de ativagdo da sintese de PGE; induzida pela presenca do
patégeno ou do LPS. O estudo sugere que o inicio do primeiro aumento na Tb induzido por LPS
comega a partir da rdpida formacdo do componente C5a do sistema complemento C. A cascata C
¢ ativada por contato com o LPS (via alternativa de ativacdo do complemento), gerando
rapidamente o componente C5a. Os macréfagos do figado (células de Kupffer, Kc) expressam
receptores C5aR; (BLATTEIS, 2007). A partir da ativacdo destes receptores, a atividade da
fosfolipase C especifica para fosfoinositideos (PI-PLC) € estimulada. Esta enzima libera AA a
partir de fosfoinositideos (PI) da membrana, ricos em cadeia araquidonil, 10 vezes mais rapido
que a cPLA,. A subsequente conversao do AA para PGE; pode ser, entdo, catalisada pela COX-1
e/ou COX-2, constitutivas nas Kc. A ligacdo da PGE; nos receptores EP3 dos aferentes vagais
hepéticos explicaria, entdo, por fim, pela via neural (descrita abaixo), o rdpido aumento incial da

Tb induzido por LPS (BLATTEIS, 2007).

1.2.5. Via humoral e/ou via neural aferente: inibicao dos neuronios W

Como a PGE,; produzida inicialmente perifericamente (STEINER et al., 2006b) altera a
atividade dos neurdnios W do MPO, atuando, assim, como molécula mediadora da febre? Duas
vias principais de sinalizag¢do (da periferia para a POA) tém sido consideradas: a via humoral e a
via neural. Pela via humoral, a atividade dos neurdénios W do MPO ¢ alterada por citocinas (ver
detalhes no pardgrafo abaixo) e/ou pela PGE, que chega 8 POA por meio da circulagdo, passando
por regides desprovidas de barreira hemato-encefdlica (BBB), especialmente o 6rgdo vasculoso

da lamina terminal (OVLT). Pela via neural, a ativacdo dos receptores EP3 da PGE, nos
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terminais vagais, especialmente no figado e nos pulmdes, gera potenciais de acdo que sdo
conduzidos ao nicleo do trato solitirio (NTS) e, via feixe noradrenérgico ventral, chegam a
POA, afetando, por fim, a atividade dos neurdnios W (BLATTEIS, 2006; ROMANOVSKY et

al., 2005).

As citocinas pré-inflamatérias — IL-1B, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a, e
também os interferons (INF)-a e y e o fator neurotrdfico ciliar —, t€ém participagdo importante na
resposta febril, mas ndo sdo essenciais para o seu inicio; até mesmo a primeira citocina a
aumentar na circulagdo, TNF-0, ndo € essencial para a primeira fase da febre (ROMANOVSKY
et al., 2005). Por meio da via humoral, considera-se que a sinalizacdo pirogénica mediada por
citocinas ocorreria e seria mantida a partir de: (i) transporte saturdvel transendotelial de citocinas
na regido da BBB, ou difusdo de citocinas através da lamina basal; ou (ii) entrada livre de
citocinas através da BBB, especialmente no OVLT. Atualmente sabe-se que a sintese de PGE,
induzida por citocinas ou por LPS pode ocorrer nas préprias células que formam a BBB (células
endoteliais e células perivasculares, um tipo de macréfago do encéfalo) (ROMANOVSKY et al.,
2005). Apesar da tal sintese de PGE, mediada por citocinas nas células da BBB, ndo pode ser
ignorado o fato de que a presenca de citocinas no espago extracelular na regido do MPO também
pode induzir a sintese deste prostandide nos proprios neurénios W e/ou em células adjacentes
(astrocitos) a estes (BLATTEIS, 2006). Além disto, vale ressaltar também que a atividade dos
neurdnios W pode ser modulada diretamente pelas citocinas (ligacdo destas com seus

receptores).

Pela via humoral (ou neural; BLATTEIS, 2006, 2007), a PGE, modifica, portanto, a
atividade do centro termointegrador e termossensivel do SNA, a POA, reduzindo a frequéncia de

disparos dos neurdnios W do MPO que sd3o inibitérios e tonicamente ativos (como descrito
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anteriormente). E importante mencionar que existem sitios de ligacio da PGE, por todo o
encéfalo, o que sugere o envolvimento deste prostandide no processamento ou modulagdo de
aferéncias, bem como na integracdo central de funcdes autondmicas (MATSUMURA et al.,
1992). A reducdo na atividade dos neurdnios W induzida pela PGE,; € decorrente da ativagdo dos
receptores EP3 acoplados a proteina G inibitéria (Gi), a qual inibe a atividade da adenilil ciclase,
reduzindo os niveis intracelulares de cAMP e, consequentemente, a atividade da proteina quinase
dependente de cAMP (PKA) (STEINER & BRANCO, 2003). Além da reducdo dos niveis
intracelulares de cAMP, os autores propuseram ainda que ocorre uma redu¢do também nos niveis
de cGMP, com a consequente diminuic@o da atividade da PKG (STEINER & BRANCO, 2003),
reduzindo a frequéncia de disparos dos neurdonios W. Esta reducio, decorrente da ativacdo dos
receptores EP3 pela PGE,, resulta, em ultima andlise, em aumento na termogénese (BAT) e no
tonus vascular (vasocontri¢cdo) na vasculatura da pele da cauda, os principais termoefetores em
ratos e camundongos, levando a febre. Vale salientar aqui que em ambientes frios, i.e., abaixo da
zona termoneutra (ambientes subtermoneutros) para ratos (23°C, por exemplo) — onde a
vasoconstri¢do periférica € méaxima ou proxima do maximo, a fim de reduzir a dissipacdo de
calor —, o aumento da Tb depende de energia metabdlica, ou seja, ocorre por meio do aumento da

termogénese no BAT (ROMANOVSKY et al., 2002).
1.2.6. Via colinérgica eferente anti-inflamatéria

Quanto a via neural, ela tem sido considerada como a via essencial para a condu¢do do
sinal pirogénico quando a resposta febril € monofésica, i.e., induzida por baixas doses de LPS ou
IL-1B. O estudo de Ootsuka e colaboradores (2008) demonstrou que a resposta febril induzida
por PGE, circulante é mediada pelo encéfalo, mas ndo requer a via aferente vagal de sinalizacdo

pirogénica. Uma via eferente colinérgica vagal (via colinérgica anti-inflamatdria), contudo, tem
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sido descrita como moduladora da sintese de citocinas por macréfagos no sistema

reticuloendotelial, especialmente no figado e no baco (CZURA & TRACEY, 2005).
1.3. Sistema nitrérgico e a resposta febril ao LPS

Até pouco tempo, o 6xido nitrico (NO) era considerado principalmente um gas poluente
toxico presente no ar. Mais recentemente, vdrios estudos demonstraram que este gas, quando
sintetizado endogenamente, € capaz de modular fungdes bioldgicas, participando da regulacdo da
inflamagdo, na resposta imune, no relaxamento da musculatura lisa em vasos, no trato
gastrintestinal, no corpo cavernoso, na regulacdo da neurossecrecdo, na indu¢do e manutengado da
plasticidade sindptica, no controle do sono, do apetite e da Tb (PRAST & PHILIPPU, 2001). Foi
documentado, hd pouco mais de duas décadas, que este gds diatdbmico atua como uma molécula
mensageira central (Garthwaite et al., 1988) modulando a libera¢do de neurotransmissores (Prast
& Philippu, 1992). A sintese endégena de NO, radical livre gasoso de vida curta, é catalisada
pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e ocorre a partir da oxidagdo de dtomo de nitrogénio
guanidino da y-arginina, também formando citrulina. A reacdo é dependente de oxigénio e do
agente redutor nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), além de requerer cofatores
adicionais, tais como: tetrahidrobiopterina (BH,), flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN) e ti6is (Prast & Philippu, 1992). As isoformas neuronial (nNOS) e
endotelial (eNOS) sdo expressas constitutivamente e reguladas por cdlcio (Ca+2)/calm0dulina e
por processos de fosforilagdo/defosforilagdo. A isoforma induzivel (iNOS), por outro lado,
geralmente ndo é expressa em células ndo-estimuladas, é praticamente independente de Ca*
(liga-se a calmodulina mesmo quando os niveis de Ca** intracelular é muito baixo) e sua
expressdo pode ser induzida por LPS ou citocinas pro-inflamatérias e bloqueada por

glicocorticdides, citocinas inibitdrias, entre outros (Prast & Philippu, 1992).
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Sabe-se que muitos dos efeitos do NO sdo mediados pelo GMP ciclico (¢cGMP), produto
da atividade da guanilato ciclase solivel (sGC), uma vez que sua sintese € fortemente estimulada
(em até 400 vezes) pelo NO (CARY et al., 2006). O nucleotideo ciclico ¢ um mensageiro
intracelular que ativa a proteina quinase G (PKG) e também canais idnicos e fosfodiesterases
regulados por cGMP (XU et al., 1998; PRAST & PHILIPPU, 2001). Além dos efeitos mediados
pelo cGMP, vale lembrar que o NO também exerce fungdes independentes deste mensageiro
intracelular (PRAST & PHILIPPU, 2001; BRYAN & GRISHAM, 2007) e participa em varios
processos fisioldgicos e em condigdes fisiopatologicas, incluindo a febre induzida por LPS
(Steiner et al., 2002; Steiner et al., 2004; Feleder et al., 2007; Soszynski & Chelminiak, 2007). O
SNC, como abordado anteriormente, desempenha func¢ido-chave na integracao de sinais térmicos
de origem periférica e central, modulando a atividade dos termoefetores ndo apenas a todo o
momento no controle da Tb, mas também durante a inflamagao sist€émica, que pode ser induzida
experimentalmente por meio da administracdo periférica de LPS (Steiner et al., 2002; Steiner et
al., 2004; Feleder et al., 2007; Soszynski & Chelminiak, 2007).

1.4. Locus coeruleus, via do éxido nitrico e a resposta febril ao LPS

O locus coeruleus (LC) € o principal nicleo noradrenérgico do encéfalo (grupo A6) e estd
situado no tercgo rostral da ponte, adjacente as porcdes laterodorsais do quarto ventriculo. Estima-
se que aproximadamente 50% de todas as projec¢des noradrenérgicas no SNC sejam provenientes
do LC (ASTON-JONES et al., 1995; BERRIDGE & WATERHOUSE, 2003). O LC € o principal
nucleo promotor da vigilia, enviando projecdes excitatdrias para as regides envolvidas com este
estado de atividade e inibitérias para as regides GABAérgicas promotoras de sono (SAMUELS

& SZABADI, 2008). O nucleo (LC) também estd envolvido com as fungdes autondmicas,
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aumentando a atividade simpdtica e reduzindo a parassimpdtica (SAMUELS & SZABADI,
2008).

Inserindo o LC na rede neural do sistema termorregulador, vale mencionar que nem a
medula espinhal nem o NTS enviam projecdes para o LC (LUPPI et al., 1995), fatos que podem
comprometer a inclusdo do LC como um nicleo integrante direto da via neural aferente
envolvida com a sinalizagdo pirogénica (descrita anteriormente). H4, no entanto, projecdes
diretas do LC para a medula espinhal (PROUDFIT & CLARK, 1991; YAMAGUCHI &
OKADA, 2009; SAMUELS & SZABADI, 2008) e para o MPO (CASTANEYRA-PERDOMO
etal., 1992; TILLET et al., 1993), projecdes estas que podem ser relevantes para a modulacdo da
eferéncia simpdtica para o BAT durante a febre (ALMEIDA et al., 2004). Diversas projecdes do
LC para ntcleos do sistema termorregulador tém sido reveladas (SAMUELS & SZABADI,
2008).

Quanto as projegdes que chegam ao LC, vale mencionar tanto as do MnPO
(ZARDETTO-SMITH & JOHNSON, 1995; USCHAKOV et al., 2007) quanto do MPO (RIZVI
et al., 1994). As projecdes do MnPO para o LC sdo diretas (ZARDETTO-SMITH & JOHNSON,
1995; USCHAKOV et al., 2007), e as indiretas (ZARDETTO-SMITH & JOHNSON, 1995), via
regido rostromedial pericoerulear (pLCrm), que contém um rico plexo de dentritos dos neurdnios
do LC (RIZVI et al., 1994), também podem exercer influéncia sobre a atividade dos neurdnios
do LC. Outros nucleos também relacionados ao sistema de controle da Tb, como o LPB (LUPPI
et al., 1995), o PVN (SAMUELS & SZABADI, 2008; ROMANOVSKY et al., 2005; LUPPI et
al., 1995) e a PAG (LUPPI et al., 1995), também projetam axonios para o LC. Apesar destas

conexdes com nucleos integrantes do sistema de termorregulacdo, vale enfatizar que o LC nao
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participa do controle da Tb nem em condi¢des de normdxia ou hipéxia (BIANCARDI et al.,
2010) e nem durante a exposi¢ao ao frio, 4°C (ALMEIDA et al., 2004).

Estudos mostraram que inje¢do sistémica de LPS induz um aumento marcante na
expressdo da proteina c-Fos em neurdnios do LC (Hare et al., 1995; Xu et al., 2003). Foi
demonstrado em trabalhos imunohistoquimicos que os neurdnios deste nicleo expressam a
sintase do 6xido nitrico (NOS) (Xu et al., 1994; Ye et al., 1997; Hall et al., 1998; Cuellar et al.,
2000) e também a guanilato ciclase solivel (sGC) (Matsuoka et al., 1992; Xu et al., 1998),
enzimas que sintetizam NO e cGMP, respectivamente; o cGMP é um mensageiro intracelular
cuja sintese pode ser estimulada pelo NO, sintese esta que foi documentada ocorrer no LC
(Vulliemoz et al., 1999).

Um aspecto bastante curioso referente ao LC reside nos achados de um estudo realizado
no nosso laboratério que mostrou que o LC participa da rede neural termogénica ativada por
LPS, particularmente em ambientes subtermoneutros (23°C) para ratos (ALMEIDA et al., 2004).
A inclusdo do LC na referida rede neural foi posteriormente enfatizada em um artigo de revisao
(ROMANOVSKY et al., 2005). Considerando, portanto, que o LC participa da rede neural
ativada durante a febre (ALMEIDA et al., 2004) e que a NOS e a sGC estdo presentes em seus

neurdnios, a nossa hipétese foi que a via NO-cGMP no LC modula a resposta febril ao LPS.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar o possivel envolvimento da via NO-cGMP no LC na febre induzida por LPS.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar os possiveis efeitos da inibi¢cdo da sintese endégena de NO ou cGMP no LC
sobre o inicio da resposta febril ao LPS.

Avaliar os possiveis efeitos (i) da inibi¢ao da sintese enddgena e (ii) do aumento da
biodisponibilidade de NO ou cGMP no LC durante a resposta febril ao LPS.

Dosar as concentragdes ex vivo de nitrito/nitrato (NOx) e cGMP no LC em ratos

eutérmicos e febris.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos Wistar, cedidos pelo Biotério Central da Universidade de Sao Paulo (USP), campus de
Ribeirdo Preto, foram agrupados (4-5 por caixa) e aclimatados (25°C; ciclo claro-escuro de 12:12
h) no Biotério da Faculdade de Odontologia (FORP) por pelo menos 3 dias antes de qualquer uso
experimental. Todos os experimentos foram realizados entre 8 e 10 h, e de forma individual — em
caixas forradas com maravalha e fechada com gradil metdlico —, em ratos pesando 300-360 g e
alimentados e hidratados ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP;
protocolo no.: 019/2007).

3.2. Drogas

O inibidor ndo-seletivo da enzima sintase de 6xido nitrico (NOS; NG—monomethyl—L—arginine
acetate; -NMMA) e o inibidor da enzima guanilato ciclase solivel (sGC; 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; ODQ) foram comprados da Tocris (Ellisville, MO,
EUA); o doador de NO (NOC12) da Calbiochem (La Jolla, CA, EUA); o LPS; sorotipo 0111:
b4) e o andlogo do GMP ciclico (cGMP; 8-Bromoguanosine 3’,5’-cyclic monophosphate sodium
salt; 8-Br-cGMP) da Sigma (St. Louis, MO, EUA). O LPS foi dissolvido em salina estéril antes
dos experimentos e armazenada a —20°C; o -NMMA e o ODQ foram dissolvidos no dia do
experimento, enquanto que o 8-Br-cGMP e o NOC12 apenas no momento da microinjecdo. O -
NMMA e o 8-Br-cGMP foram dissolvidos em salina estéril (o tltimo protegido da luz); o ODQ
foi dissolvido em dimetil sulfé6xido (DMSO) 1% em salina estéril, enquanto que o NOC12
(protegido da luz) em fluido cerebroespinhal artificial (aCSF), pH 7.30-7.35 (Kita et al., 2000).

Os pHs das solugdes resultantes foram verificados e ajustados a 7.4 quando necessdrio. Os Kits
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utilizados para as dosagens das concentracdes de proteina e cGMP em amostras do LC foram
comprados da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA; nimero de cddigo: 500-0006) e
Amersham Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ, EUA; ntumero de cdédigo: RPN226),

respectivamente.
3.3. Cirurgias

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados sob anestesia com cetamina-xilazina (100 e
10 mgkg™', respectivamente; 1 mlkg™', intraperitoneal, ip). Antibitico (160,000 U.kg™
benzilpenicilina, 33.3 mg.kg™' streptomicina, e 33.3 mg.kg™" dihidrostreptomicina; 1 mlkg™,
intramuscular) e analgésico (Flunexina; 2.5 mg.kg™', 1 mL.kg™', subcutineo) foram utilizados. Os
animais foram colocados em um estereotixico para que uma canula-guia (15 mm de
comprimento, 0,64 mm de didmetro externo) fosse implantada em direcdo ao LC, de acordo com
as seguintes coordenadas: 3,4 mm caudal ao lambda; 1,2 mm lateral a linha média (sutura
sagital); 5,8 mm ventral a superficie do cranio; barra do incisivo em 0 mm; inclinacdo da torre
vertical em 15° (Almeida et al., 2004; Ravanelli et al., 2007). A canula-guia foi fixada ao cranio
por meio de parafusos e cimento acrilico. Um mandril foi colocado dentro da canula para
impedir entupimento e prevenir infeccdo. Foi feita em seguida uma laparotomia mediana a fim
de possibilitar o implante de um sensor e armazenador (‘datalogger’) de temperatura na cavidade
peritoneal (SubCue, Calgary, AB, Canadd). Todos os animais foram mantidos sob anestesia
profunda durante os procedimentos cirtrgicos, e receberam dose suplementar sempre que
necessdrio. Apds as cirurgias os animais foram colocados em caixas individuais. Os animais

ficaram se recuperando das cirurgias por uma semana antes dos procedimentos experimentais.
3.4. Microinjecao e Histologia

Uma seringa de 10 ul (Hamilton, Reno, NV, EUA) — conectada a uma agulha de microinje¢ao
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(30 G, 0,25 mm, de didmetro externo) com um tubo de polietileno (PE 10; protegido da luz) —, e
uma bomba de microinjecao (modelo 310, Stoelting, Wood Dale, IL, EUA) foram utilizados para
realizar a microinjecdo unilateral no LC a um fluxo de 50 nl.min™". A agulha de microinjecio foi
inserida na canula-guia somente no momento da microinjecdo. Ao final dos experimentos os
animais foram profundamente anestesiados com cetamina-xilazina (100 e 10 mgkg™,
respectivamente; ip), receberam microinjecao de azul de Evans 2% (100 nl) para marcar o sitio
de microinjecdo (andlise histolégica), foram perfundidos via aorta ascendente com salina
tamponada (PBS), e depois com formalina 10% em PBS, e decapitados. O encéfalo foi removido
do cranio e imerso em formalina 10% em PBS por pelo menos 4 dias, seccionado (20 um), e

corado pelo método de Nissl.
3.5. Medidas da Tb

A Tb dos animais foi registrada durante todo o experimento por dispositivo sensor de
temperatura (‘datalogger’, SubCue™, Calgary, AB, Canadd) previamente inserido (uma semana)
na cavidade peritoneal. A Tb foi registrada em intervalos de 5 min durante todo o experimento.
As Tb que foram registradas durante 30 min antes de qualquer manipulagdo foram usadas para

calcular a Tb inicial (Tbi).
3.6. Dosagem ex vivo da concentraciao de nitrito/nitrato (NOx) no LC

Animais intactos receberam injecdo ip de LPS ou salina e em seguida foram decapitados.
Imediatamente apds a decapitagdo, o encéfalo foi rapidamente removido do crinio e congelado
por imersdo em isopentano resfriado com gelo seco, e armazenado a —70°C. Cada encéfalo foi
seccionado em um criostato a partir da sua por¢cdo caudal a fim de possibilitar a visualizacdo do
trato do nervo facial, o qual serve como referéncia para o LC por estar situado ao mesmo nivel

rostrocaudal da por¢ao mais caudal do nicleo (PAXINOS & WATSON, 2005). Uma fatia de 900
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um era seccionada no sentido posteroanterior ao nivel do trato do nervo facial (estrutura
esbranquicada facilmente visivel a olho nu. Amostras bilaterais do LC foram extraidas das fatias
pontinas com agulhas de ‘punch’ (1 mm de diametro externo) depois que a regido do LC era
identificada na borda lateral superior do quarto ventriculo, ao nivel do trato do nervo facial,

como similarmente descrito em outros trabalhos (Pineda et al., 1996).

As amostras do LC foram homogeneizadas sobre gelo em 100 ul de uma solugdo de 4cido
acético (0,1 N) usando um sonicador digital (600 W; VirTis, Gardiner, NY, EUA).
Sucintamente, os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 2°C e os péletes
foram posteriormente processados para a dosagem de proteina das amostras. Etanol absoluto (60
ul) foi adicionado a 30 ul do sobrenadante e depois de 30 min a 0°C as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 5 min. Cinco microlitros do sobrenadante foram introduzidos em
um analisador de NO (modelo 280, Sievers Instruments, Boulder, CO, EUA) para que a dosagem
da concentragdo de NOx de cada amostra fosse feita (método de quimioluminescéncia de

NO/oz6nio).

O contetido de proteina das amostras foi mensurado por meio do kit para ensaio protéico (Bio-

Rad Laboratories) ap6s dissolver os péletes em 4 ml de hidréxido de sédio (0,1 N).

3.7. Dosagem ex vivo da concentraciao de cGMP no LC

O LC foi excisado como descrito no item anterior; porém, para o ensaio de cGMP, o tecido foi
retirado de apenas um lado (aleatoriamente, do lado esquerdo ou direito da fatia pontina). O
tecido foi homogeneizado sobre gelo em 100 ul de uma solucdo de acido tricloroacético (TCA)
6% (peso/volume). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 2°C, e os
péletes resultantes foram processados para a dosagem do conteido de proteina como descrito. O

TCA foi extraido com dietil éter, e as amostras foram liofilizadas e reconstituidas em um tampao

Soriano, RN



Fisiologia/FMRP/USP 37

de ensaio (2 ml) fornecido no kit da Amersham Pharmacia Biotech. A concentragdo de cGMP foi

medida por imunoensaio enzimético de acordo com as instru¢des do fabricante.
3.8. Protocolos Experimentais

Durante toda a durag¢do dos experimentos, incluindo a noite precedente, os animais, mantidos em
caixas individuais, foram colocados em uma pequena sala a 23°C e sob ciclo claro-escuro de
12:12 h (Almeida et al., 2004; Ravanelli et al., 2007). As doses das drogas testadas no presente
estudo (i.e., -NMMA, 8-Br-cGMP, NOC 12, e ODQ), selecionadas a partir de experimentos-
pilotos e baseadas em estudos prévios (Kita et al., 2000; Steiner et al., 2002; Fletcher et al.,
2006), produziu respostas consistentes e reproduziveis, além de ndo ter apresentado nenhum
efeito quando microinjetadas nas circunjacéncias do LC (grupos peri-LC). A dose de LPS
indutora de febre polifasica (100 pg.kg™, 1 mlkg™, ip) foi selecionada de acordo com nossos
estudos anteriores (Steiner et al., 2002; Ravanelli et al., 2007).

3.8.1. Efeito da microinjecao intra-LC de ODQ ou -NMMA sobre a Th em ratos
eutérmicos

Investigamos num primeiro momento o efeito da microinjecdo intra-LC de ODQ (0,13 nmol em
100 nl) ou .-NMMA (25 nmol em 100 nl) sobre a Tb, em animais eutérmicos que receberam ou
ndo injecdo ip de salina.

3.8.2. Efeito da microinjecao intra-L.C de | -NMMA ou ODQ sobre o inicio da febre

Investigamos o possivel efeito da inibi¢do da NOS ou sGC no LC sobre o inicio da febre. Ratos
nao-anestesiados e ndo-confinados receberam uma microinje¢do intra-LC de [-NMMA (25 nmol

em 100 nl) ou ODQ (0,13 nmol em 100 nl) trinta minutos antes de receberem injecdo ip de LPS.
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3.8.3. Efeito da microinjecao intra-L.C de . -NMMA ou NOC12 durante o curso da febre

Investigamos em ratos febris, o possivel efeito da inibi¢do da sintese endégena de NO ou do
aumento na biodisponibilidade deste mensageiro gasoso no LC. Ratos ndo-anestesiados e nao-
confinados receberam uma microinje¢do intra-LC de -NMMA (25 nmol em 100 nl) ou NOC12
(10 nmol em 100 nl) duas horas depois de receberem injecdo ip de LPS.

3.8.4. Efeito da microinjecao intra-L.C de ODQ ou 8-Br-cGMP durante o curso da febre

O possivel efeito da inibi¢ao da sintese end6gena de cGMP ou do aumento na biodisponibilidade
deste mensageiro intracelular no LC foi avaliado em animais febris. Ratos nao-anestesiados e
nao-confinados receberam uma microinje¢do intra-LC de ODQ (0,13 nmol em 100 nl) ou 8-

bromo-cGMP (22,4 nmol em 100 nl) duas horas depois de receberem injecdo ip de LPS.

3.8.5. Efeito da administracio de LPS sobre as concentracoes de NOx e cGMP no LC:

abordagem ex vivo

Avaliamos por meio deste protocolo se a administracdo de LPS afeta a sintese endogena de NOx
e/ou cGMP no LC. Ratos ndo-anestesiados e ndo-confinados receberam injecdo de LPS (100
ugkg™, 1 mlkg™, ip) ou salina estéril (controle, 1 ml.kg™", ip) uma ou duas horas e meia antes
de serem decapitados. O encéfalo foi rapidamente retirado do cranio, congelado e processado
como descrito acima. Amostras uni- ou bilaterais do LC foram processadas como mencionado

anteriormente para dosar os niveis de cGMP ou NOXx, respectivamente.
3.9. Anilise Estatistica

Todos os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Os valores
de Tb (°C), plotados em intervalos de 5 minutos, estdo mostrados como variagdes (A) em relagdao

aos valores basais (Tbi). A Tbi € a média dos ultimos 30 minutos da Tb registrada durante o
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periodo de estabilizacdo (90 minutos) que precede o inicio dos experimentos. As concentracdes
de NOx e cGMP estdo expressas, respectivamente, em picomoles e fentomoles por micrograma
de proteina do tecido. As diferencas estatisticas entre as Tb (intra- e inter-grupos) foram
analisadas por Modelo Misto Linear seguido pelo pés-teste de Fisher LSD, e as diferencas entre
as concentracdes de NOx e de cGMP pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo

pos-teste de Dunn. Os valores foram considerados significativos quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Figura 1

Desenhos esquemadticos de fatias coronais da ponte (PAXINOS & WATSON, 2005),
dispostos sequencialmente (de cima para baixo: da por¢do mais préxima ao bregma a mais
caudal), foram utilizados para mostrar a localizagcdo rostrocaudal dos centros das microinjecdes
intra-LC (representadas pelos circulos escuros) e peri-LC (representadas pelos circulos abertos)
realizadas no presente estudo (Fig. 1). O trato do nervo facial (referéncia anatdmica para a
localizacdo do LC) estd indicado pelos asteriscos. O destaque ilustra uma fotomicrografia
representativa de uma microinje¢do intra-LC. O trajeto deixado pela inser¢cdo da canula-guia
através do cerebelo estd indicado pelas letras ‘CG’ (canula-guia). A seta aponta para o LC
contralateral ao que recebeu a microinjecdo. A drea que representa a regido da microinje¢ao

intra-LC mostrada aqui € resultante da microinjecdo de droga (100 nl) e corante (100 nl).
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Figura 1. Desenhos esquematicos de fatias coronais da ponte dispostos sequecialmente da regido mais
rostral do locus coeruleus (LC) para a mais caudal (10,20 mm caudal ao bregma, situada ao mesmo nivel
do trato do nervo facial, indicado pelos asteriscos). Os circulos escuros indicam a localizagao dos sitios de
microinjecdo intra-LC, e os circulos brancos estdo representando os peri-LC. O destaque € uma
fotomicrografia representativa de uma microinjec@o intra-LC. A seta aponta para o LC contralateral
aquele que recebeu a microinjecdo (100 nl); no mesmo sitio também foi microinjetado corante (100 nl).
CG: trajeto deixado pela canula-guia. 4V: quarto ventriculo.
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4.2. Efeito da microinjecao intra-L.C de ODQ ou-NMMA sobre a Tb em ratos eutérmicos
Microinje¢do intra-LC de ODQ (0,13 nmol em 100 nl), | -NMMA (25 nmol em 100 nl) ou
seus respectivos veiculos (100 nl) ndo causou nenhuma alteracdo significativa na Tb em animais
eutérmicos que receberam ou nao injecdo ip de salina (P > 0,05, andlises intra- e inter-grupos;
Fig. 2, painéis superior e inferior). Estdo mostrados no painel superior da Fig. 2 os grupos que
receberam a microinje¢ao de ODQ (ou veiculo) e ndo foram injetados ip com salina. Note que o
procedimento de microinjecao, mas ndo o ODQ, causou uma pequena queda (ndo significativa)
na Tb (painel superior da Fig. 2). No painel inferior, pode ser visto que a microinjecdo de -
NMMA nao afetou a Tb; e, além disto, percebe-se também que a manipulagdo do animal,
necessdria para a aplicacdo ip de salina, praticamente ndo alterou este parametro. Isto se deve,
muito provavelmente, ao fato da manipulacio ter sido realizada com extremo cuidado e também
porque a injecdo era sempre aplicada com agulha de didmetro reduzido, o que deve ter
minimizado o estresse causado pela picada da agulha no abdome.
Os valores das Tbi dos grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si (P > 0.09) e estdo
mostrados a seguir:
1% DMSO, intra-LC: Tbi = 36.8 £ 0.3°C. ODQ, peri-LC: Tbi = 37.0 = 0.2°C. ODQ, intra-LC:
Tbi = 36.9 + 0.1°C. Salina, intra-LC: Tbi = 37.1 + 0.1°C. L-NMMA, peri-LC: Tbi = 37.0 +

0.2°C. L-NMMA, intra-LC: Tbi = 37.1 £ 0.1°C).
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Figura 2. Painel superior: Efeito da microinjecdo intra-locus coeruleus (LC) de ODQ (0,13 nmol em 100
nl) sobre a temperatura corporal interna (Tb) em ratos eutérmicos ndo-anestesiados e ndo-confinados que
ndo foram manuseados ap6s a microinjecdo. Painel inferior: Efeito da microinje¢do intra-LC de |-NMMA
(25 nmol em 100 nl) sobre a Tb em ratos eutérmicos nao-anestesiados e nao-confinados que receberam
uma injecdo intraperitoneal (ip) de salina estéril (Imlkg™'; cabeca de seta) 30 minutos apés a
microinjecdo (seta). Os dados estdo expressos como variagdes (A) na Tb. Temperatura ambiente: 23°C.
Os valores sao média e erro padrdo da média. ( ) nimero de animais em cada grupo. Nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada entre os grupos (P > 0,05, andlises intra- e inter-grupos, por Modelo Misto
Linear seguido pelo pds-teste de Fisher LSD).
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4.3. Efeito da microinjecao intra-L.C de . -NMMA ou ODQ sobre o inicio da febre

Administracio ip de LPS promoveu um aumento expressivo na Tb (a resposta febril ao
LPS; Figs. 3, 4 e 5). A microinje¢do de drogas (ou veiculos, 100 nl; ndo mostrado) nas
circunjacéncias do LC (peri-LC) ndo produziu nenhuma resposta significativa (Figs. 3,4 e 5).

Microinje¢do intra-LC de .-NMMA (25 nmol em 100 nl) ou ODQ (0,13 nmol em 100 nl)
30 minutos antes da administragdo de LPS prolongou significativamente a laténcia para o inicio
da febre (F,3; = 58,280; P < 0,001; e F,28 = 7,6547; P = 0,001, respectivamente; Fig. 3). A
resposta promovida pelo ODQ foi mais duradoura e de maior magnitude que aquela do -
NMMA; € interessante notar que o ODQ, principalmente, ndo apenas retardou o inicio da febre
como também causou uma reducao na Tb (Fig. 3, painel inferior).
Os valores das Tbi dos grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si (P > 0.09) e estdo
mostrados a seguir:
Salina, intra-LC: Tbi = 37.0 £ 0.2°C. L-NMMA, peri-LC: Tbi = 37.0 £ 0.2°C. L-NMMA, intra-
LC: Tbi = 36.9 £ 0.1°C. 1% DMSO, intra-LC: Tbi = 37.1 £ 0.1°C. ODQ, peri-LC: Tbi = 36.9 +

0.3°C. ODQ, intra-LC: Tbi = 37.0 + 0.2°C).
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Figura 3. Efeito da microinjecéo (seta) intra-locus coeruleus (LC) de [ -NMMA (painel superior; 25 nmol
em 100 nl) ou ODQ (painel inferior; 0,13 nmol em 100) sobre o inicio da febre induzida por injecdo
intraperitoneal (ip) de lipopolissacarideo (LPS; 100 ugkg™', 1 mlkg'; cabeca de seta) em ratos nio-
anestesiados e nao-confinados. Os dados estdo expressos como variacdes (A) na temperatura corporal
interna (Tb). Temperatura ambiente: 23°C. Os valores sdo média e erro padrdo da média. ( ) niimero de
animais em cada grupo. # e + P < 0,05 (vs. os respectivos grupos controles), por Modelo Misto Linear
seguido pelo pds-teste de Fisher LSD.
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4.4. Efeito da microinjecao intra-L.C de .-NMMA ou NOC12 durante o curso da febre

Em ratos febris, microinjecdo intra-LC de -NMMA (25 nmol em 100 nl) duas horas
depois da injecdo de LPS atenuou significativamente a febre (F,o4 = 120,71; P < 0,001),
enquanto que o doador de NO (NOC12; 10 nmol em 100 nl) promoveu um aumento expressivo
nesta resposta (F»23 = 57,087; P < 0,001; Fig. 4). Note que as respostas promovidas por ambos
(.-NMMA e NOCI12) somente se tornaram significativas com o progresso da febre, i.e., depois
que a Tb continua a aumentar, ao final do periodo de platd, em torno do periodo de transi¢do da
segunda para a terceira fase de uma resposta febril polifdsica — aquela induzida por injecdo ip de
LPS na dose de 100 pg.kg™”, por exemplo.

Os valores das Tbi ndo foram diferentes entre si (P > 0.09) e estdo mostrados a seguir: Salina,
intra-LC: Tbi = 36.8 + 0.4°C. L-NMMA, peri-LC: Tbi = 37.0 + 0.4°C. L-NMMA, intra-LC: Tbi
= 36.9 £ 0.3°C. aCSF, intra-LC: Tbi = 36.9 + 0.2°C. NOCI12, peri-LC: Tbi = 36.9 + 0.5°C.

NOC12, intra-LC: Tbi = 37.0 £ 0.3°C.
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Figura 4. Efeito da microinjecéo (seta) intra-locus coeruleus (LC) de |-NMMA (painel superior; 25 nmol
em 100 nl) ou NOC 12 (painel inferior; 10 nmol em 100 nl) sobre o curso da febre induzida por injecio

intraperitoneal (ip) de lipopolissacarideo (LPS; 100 ug.kg', 1 mlLkg"'; cabeca de seta) em ratos nio-

anestesiados e ndo-confinados. Os dados estdo expressos como variacdes (A) na temperatura corporal
interna (Tb). Temperatura ambiente: 23°C. Os valores sdo média e erro padrdo da média. ( ) nlimero de
animais em cada grupo. # e + P < 0,05 (vs. os respectivos grupos controles), por Modelo Misto Linear
seguido pelo pds-teste de Fisher LSD.
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4.5. Efeito da microinjecao intra-L.C de ODQ ou 8-Br-cGMP durante o curso da febre

Em ratos febris, microinje¢do intra-LC de ODQ (0,13 nmol em 100 nl) duas horas depois
da injecdo de LPS reduziu drasticamente a resposta febril (F,24 = 81,969; P < 0,001), enquanto
que, inversamente, o 8-Br-cGMP (22,4 nmol em 100 nl) causou uma resposta riapida (~ 30
minutos apdés a microinje¢do) e fulgds (~ 30 minutos de duragdo) de aumento (F, 2, = 50,020; P <
0,001; Fig. 5). Note que o efeito produzido pelo ODQ, mais uma vez, foi ndo apenas de modular
negativamente (como aquele observado com o -NMMA), mas também de reduzir a febre. O
retardo para a ocorréncia do efeito observado com o ODQ, em relacdo ao 8-Br-cGMP, ¢é
explicado pelo fato do ODQ ser um inibidor enzimdtico, impedindo, pois, o processo de sintese
do cGMP; diferentemente, o 8-Br-cGMP, um andlogo do cGMP permeavel a membrana celular,
ao ser microinjetado no LC, pode atuar diretamente sobre seus alvos intracelulares sem ter que
passar por processo algum ou ter que liberar algum composto a partir de sua interacdo com o
microambiente (NOC12). Um fato que reforca tal explicacdo € o da resposta produzida pelo 8-
Br-cGMP ter sido relativamente rapida (~ 30 minutos apds sua administragdo).
Os valores das Tbi ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (P > 0.09) e estdo mostrados a
seguir:
1% DMSO, intra-LC: Tbi = 36.8 £ 0.2°C. ODQ, peri-LC: Tbi = 37.1 + 0.2°C. ODQ, intra-L.C:
Tbi = 36.9 £ 0.1°C. Salina, intra-LC: Tbi = 36.8 £ 0.1°C. 8-Br-cGMP, peri-LC: Tbi = 36.8 +

0.2°C. 8-Br-cGMP, intra-LC: Tbi = 37.0 £ 0.1°C).
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Figura 5. Efeito da microinjecao (seta) intra-locus coeruleus (LC) de ODQ (painel superior; 0,13 nmol
em 100 nl) ou 8-Br-cGMP (painel inferior; 22,4 nmol em 100 nl) sobre o curso da febre induzida por

injecdo intraperitoneal (ip) de lipopolissacarideo (LPS; 100 pg.kg”, 1 mlL.kg"; cabeca de seta) em ratos

ndo-anestesiados e nao-confinados. Os dados estdo expressos como variagdes (A) na temperatura corporal
interna (Tb). Temperatura ambiente: 23°C. Os valores sdo média e erro padrdo da média. ( ) niimero de
animais em cada grupo. # e + P < 0,05 (vs. os respectivos grupos controles), por Modelo Misto Linear
seguido pelo pds-teste de Fisher LSD.
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4.6. Efeito da administracio de LPS sobre as concentracoes de NOx e cGMP no LC:

abordagem ex vivo

Os destaques na Fig. 6 sd@o desenhos esquematicos de fatia coronal da ponte extraidos de
atlas estereotixico (PAXINOS & WATSON, 2005), ilustrando a localizacdo das regides
coletadas (circulos). Como representado no destaque do painel inferior, apenas uma amostra de
cada fatia de 900 pm de espessura da ponte foi coletada (aleatoriamente, lado esquerdo ou

direito) para a dosagem de cGMP.

As concentragdes ex vivo de NOx no LC obtidas 1,0 ou 2,5 h apds a injecdo ip de LPS
(100 pg.kg”, 1 ml.kg™") ou salina estéril (1 ml.kg™") foram diferentes entre os grupos estudados (P
< 0,001). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos salina (salina 1,0 e 2,5 h; P > 0,7). A
concentracdo de NOx 1,0 h apds o tratamento com LPS ndo foi estatisticamente diferente das
concentracdes dos grupos salina (P > 0,5 vs. salina 1,0 e 2,5 h; Fig. 6, painel superior). No
entanto, a concentragdo de NOx foi significativamente aumentada 2,5 h apés o LPS quando
comparada tanto aos grupos salina (P = 0,000186 e 0,000187 vs. salina 1,0 e 2,5 h,
respectivamente) quanto ao grupo LPS 1,0 h (P = 0,000182).
Os valores (média+tEPM) dos grupos estdo mostrados a seguir:
Grupos salina 1,0 e 2,5 h: 37,0+£3,0 e 47,545,6 pmol.ug de protel’na_l, respectivamente.
Grupos LPS 1,0 e 2,5 h: 51,2+8,8 e 120,7+8,0 pmol.ug de protel’na_l, respectivamente.

Os resultados obtidos com o cGMP foram qualitativamente semelhantes aqueles do NOXx.
A concentracdo ex vivo de cGMP no LC também foi estatisticamente diferente entre os grupos
estudados (P < 0,001). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos salina (salina 1,0 e 2,5 h;
P > 0,8). Na dosagem realizada 1,0 h apds a injecdo de LPS, a concentragdo de cGMP no LC nao

apresentou diferenca estatistica em relagdo aos grupos salina (P > 0,4 vs. salina 1,0 e 2,5 h; Fig.
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6, painel inferior). A maior concentracdo de cGMP foi obtida 2,5 h apéds a inje¢dao de LPS, sendo
esta significativamente maior que as concentracdes dos grupos salina (P < 0,002 vs. salina 1,0 e
2,5 h) e do grupo LPS 1,0 h (P < 0,002).

Os valores (média+tEPM) dos grupos estdo mostrados a seguir:

Grupos salina 1,0 e 2,5 h: 1,440,3 e 1,240,1 fmol.ug de protel’na_l, respectivamente.

Grupos LPS 1,0 e 2,5 h: 1,740,2 e 3,1£0,2 fmol.ug de protel’na_l, respectivamente.
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Figura 6. Efeito da injecdo intraperitoneal (ip) de lipopolissacarideo (LPS; 100 pg.kg”, 1 mlkg") ou
salina estéril (1 ml.kg™") sobre as concentragdes ex vivo de nitrito/nitrato (painel superior; n = 5 em cada
grupo) e cGMP (painel inferior; n = 7 em cada grupo) no locus coeruleus (LC). Os animais foram
decapitados 1 ou 2,5 horas (h) apds a inje¢do (temperatura ambiente, 23°C); os encéfalos foram
imediatamente excisados do cranio, congelados em isopentano sobre gelo seco e armazenados a -70°C;
fatias coronais da ponte (900 pm de espessura) foram obtidas em criostato sempre da porcdo caudal, a
partir do trato do nervo facial (VII), para a rostral; as amostras de LC foram retiradas das fatias por meio
de agulhas de ‘punch’ (1 mm de didmetro externo), homogeneizadas e processadas para as dosagens,
realizadas em aparelho dosador de concentragc@o de nitrito/nitrato e por imunoensaio enzimatico (cGMP).
Os valores sdo média e erro padrdo da média. Os destaques sdo desenhos esquematicos de fatia coronal da
ponte mostrando, por meio dos circulos, a localizacdo das regides coletadas (bilateralmente para
nitrito/nitrato e unilateral para cGMP). VII: trato do nervo facial. * P < 0,05 (vs. os demais grupos), pelo
teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que a via NO-cGMP no LC exerce uma
atividade pré-pirética, i.e., favorece o desenvolvimento da resposta febril, ndo apenas no inicio,
mas também durante o periodo de platd (manuten¢do) da febre induzida por LPS; além disto, os
dados obtidos na abordagem ex vivo indicam que a resposta febril € acompanhada por uma maior
atividade da referida via no nucleo.

Estas conclusdes estdo baseadas nos seguintes conjuntos de resultados: (i) o inicio da
resposta febril ocorreu mais tardiamente quando a sintese endégena de NO ou cGMP foi inibida
[microinjec¢do intra-L.C do inibidor da NOS (1-NMMA) ou da sGC (ODQ) 30 minutos antes da
injecdo de LPS]; (ii) a febre foi atenuada quando da inibicdo da sintese endégena de NO ou
c¢GMP (microinjecdo intra-LC de (-NMMA ou ODQ 2,0 h depois da inje¢do de LPS); (iii) a
resposta febril foi exacerbada quando a biodisponibilidade de NO ou cGMP foi aumentada
[microinjec¢do intra-LC do doador de NO (NOC12) ou do andlogo do cGMP (8-Br-cGMP) 2,0 h
depois da injecdo de LPS]; e (iv) a concentragdo ex vivo de nitrito/nitrato (metabdlitos do NO
comumente utilizados para se inferir a produ¢do de NO) e cGMP aumentou significativamente
no LC 2,5 horas depois da administracao de LPS.

Foi demonstrado que a administrac@o sistémica de LPS promove um aumento marcante
no numero de neurdnios positivos para a proteina c-Fos no LC — proteina esta comumente
utilizada como marcador de neurdnios ativados (SAGAR et al., 1988) —, indicando que,
sistemicamente, o LPS induz ativagdo de neurdnios do LC (Xu et al., 2003) HARE et al., 1995).
Considerando, portanto, o aparente envolvimento de neurdnios do LC na febre (XU et al., 2003;
HARE et al., 1995), um estudo realizado no nosso laboratério mostrou que o LC de fato

participa da resposta febril induzida por LPS (ALMEIDA et al., 2004). Os autores demonstraram
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que lesdo bilateral no LC, quimica ou eletrolitica, atenua a febre em ratos expostos a ambiente
subtermoneutro e isotérmico (23°C; quando a febre é produzida a partir de aumento na
termogénese no BAT), sugerindo que o LC, no estado febril, participa da via envolvida com a
modulacdo da termogénese (ALMEIDA et al., 2004; ROMANOVSKY et al., 2005;
NAKAMURA et al., 2002). Como mencionado na Introducdo, em ambientes frios
(subtermoneutros para ratos, 23°C) (ROMANOVSKY et al., 2002), o aumento na Tb € mediado
por incremento na termogénese no BAT, ndo havendo a participagcdo do componente simpético
que controla o tonus vascular da pele da cauda; a cauda € a principal estrutura envolvida com a
dissipacdo de calor em ratos e camundongos (ROMANOVSKY et al., 2002). Apds o trabalho
pioneiro de Almeida e colaboradores (2004), outros estudos (DA SILVA et al., 2007;
RAVANELLI et al., 2007; SORIANO et al., 2010) e revisdbes (MEHLER & PURPURA, 2009;
ROMANOVSKY et al., 2005), relacionados ao envovimento do L.C na febre, foram realizados.

A presenga de neurdnios (e células da glia) que expressam a NOS nas dreas
imediatamente circunjacentes ao LC (Vincent & Kimura, 1992; Xu et al., 1994) e dentro LC (Xu
etal., 1994; Ye et al., 1997; Cuellar et al., 2000) sugere a ocorréncia de sintese endégena de NO
na regido do nucleo, dando respaldo experimental aos dados obtidos nos presente estudo. Estas
evidéncias imunohistoquimicas corroboram achados de estudos in vivo: a administracao
intracerebroventricular (Hall et al., 1998) ou sistémica (Javelle et al., 2002) de inibidores da NOS
reduz a atividade desta enzima no LC.

Vale mencionar que apesar da atividade da NOS encontrar-se aumentada apds a
administracdo sistémica de LPS, o NO produzido perifericamente ndo atua como molécula
sinalizadora pirogénica para o encéfalo (STEINER et al., 2004); no MPO, particularmente, este

mensageiro atua como inibidor da libera¢do de noradrenalina sobre os neurdnios W (BLATTEIS,
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2006; BLATTEIS, 2007; FELEDER et al., 2007) e também como supressor da indugdo
aumentada da COX-2 em astrocitos (BLATTEIS, 2007), atenuando a febre. O grupo de pesquisa
do Dr. Blatteis mostrou que a liberacdo de noradrenalina sobre os neurdnios W inibe a frequéncia
de disparos destes neurdnios, causando, consequentemente, o aumento inicial (rdpido) na Tb que
€ observado logo apds o desafio imuno-inflamatério (BLATTEIS, 2006, 2007). No entanto,
curiosamente, quando a inibicdo da NOS nio € realizada especificamente na regido da POA, o
efeito observado € oposto aquele do trabalho de Feleder e colaboradores (FELEDER et al.,
2007): a administracdo intracerebroventricular de inibidores da NOS atenua a febre (Begg et al.,
2007; Soszynski & Chelminiak, 2007), indicando que centralmente o NO parece exercer, pelo
menos predominantemente, um papel pré-pirético.

Entdo, quando os dados existentes na literatura referentes a funcdo do NO em nucleos
integrantes da rede neural recrutada durante a febre (ROMANOVSKY et al., 2005) sao
confrontados entre si, pode-se perceber que 0 NO modula a atividade de determinados nucleos —
POA (Steiner et al., 2002; Feleder et al., 2007; Sarkar et al., 2007), DMH (Sarkar et al., 2007) e
LC (presente estudo) (SORIANO et al., 2010) —, exercendo intrigantemente func¢des opostas
(pr6- ou anti-piréticas) quanto ao seu efeito modulador sobre a resposta febril. Neste cendrio, o
presente estudo adiciona o LC como um dos nicleos onde o NO exerce uma atividade pro-
pirética.

E interessante salientar aqui que o NO exibe atividade pré-pirética no LC e é anti-pirético
na POA (STEINER et al., 2002; FELEDER et al., 2007). Parece ser bastante provavel, portanto,
que esta atividade moduladora dual exercida pelo NO na febre no SNC envolva principalmente a

sua capacidade de alterar (aumentar ou diminuir) diretamente a excitabilidade de neurdnios
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(PINEDA et al., 1996; XU et al., 1998) e de modular a liberagdo de neurotransmissores (PRAST
& PHILIPPU, 1992, 2001; FELEDER et al., 2007; BLATTEIS, 2006, 2007).

O NO, um radical livre gasoso de vida curta, tem sido extensivamente estudado no SNC
nos ultimos anos, especialmente desde que Prast & Philippu (1992) demonstraram que o NO
modula a liberacdo de neurotransmissores. Sabe-se que vdrias das agdes exercidas pelo NO
ocorre principalmente via estimulacdo da sGC, com o consequente aumento na concentragao
intracelular de cGMP, sinalizador (segundo mensageiro) responsavel pela ativacdo da proteina
quinase (cinase) dependente de cGMP (PKG), de canais i0nicos ativados por cGMP e de
fosfodiesterases (XU et al., 1998; PRAST & PHILIPPU, 2001). Os efeitos do NO considerados
dependentes de cGMP, efeitos estes observados no LC no estudo de Vulliemoz e colaboradoes
(Vulliemoz et al., 1999), parecem ocorrer durante a febre, uma vez que o presente estudo
mostrou que (i) a inibicdo in vivo da atividade da sGC no LC produziu respostas
qualitativamente semelhantes aquelas observadas quando da inibicdo da NOS, e (ii) ambas as
enzimas (NOS e sGC) foram significativamente estimuladas 2,5 h apds a inje¢cdo de LPS.
Estudos histoquimicos, moleculares e eletrofisioldgicos corroboram os nossos achados. Estudos
de hibridizacdo in situ documentaram a presenca de sGC estimulada por NO (Matsuoka et al.,
1992; Xu et al., 1998) e também de PKG do tipo II em neurdnios do LC (el-Husseini et al.,
1995), indicando que o NO estimula a sGC e consequentemente a PKG no LC. Além disto,
estudos eletrofisiologicos in vitro mostraram que o NO estimula a produ¢do de cGMP em
neurdnios do LC (Xu et al., 1998), e que o 8-Br-cGMP (andlogo do cGMP) exerce efeitos
similares aos dos doadores de NO (Pineda et al., 1996; Xu et al., 1998). Assim, evidéncias

experimentais corroboram os nossos achados que sugerem que os efeitos do NO sobre os
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neurdnios do LC — independente de ser predominantemente excitatério (Pineda et al., 1996;
Torrecilla et al., 2007) ou inibitério (Xu et al., 1998) —, parecem ser mediados pelo cGMP.

Além da abordagem in vivo, investigamos ainda, por meio de uma abordagem ex
vivo, se 0 NO e/ou o cGMP é/s@o estimulado(s) durante a febre. Vale mencionar que a curva
resultante do ensaio imunoenzimdtico de cGMP que foi inicialmente realizado utilizando-se
amostras bilaterais do LC ndo pode ser sobreposta a curva padrdo do ensaio devido a grande
quantidade de cGMP no ntcleo. Utilizamos, entdo, apenas uma amostra de cada animal ao invés
de tentar ajustar a dilui¢do recomendada pelo fabricante. Para ilustrar o alto nivel de cGMP no
LC, pode ser mencionado, por exemplo, que a regido anteroventral do terceiro ventriculo
(AV3V) (STEINER et al., 2002), que ¢ uma regido muito maior que o LC, apresenta uma
concentracdo basal de cGMP muito préxima (~ 1,6 fmol de cGMP por pg de proteina do tecido)

daquela obtida com amostras unilaterais do LC (presente estudo; SORIANO et al., 2010).

Observamos um aumento significativo na atividade de ambos NO e cGMP 2,5 h apés a

administragdo ip de LPS. Curiosamente, as comparagdes feitas entre as abordagens (in vivo e ex

vivo), levando-se em consideracdo a Tb dos grupos controles — aqueles que receberam inje¢do de LPS

e microinjecdo de veiculo no LC ou droga nas circunjacéncias deste nucleo (peri-LC) —, mostraram

que (i) nem as concentragdes de NOx e de cGMP e nem a Tb estavam significativamente elevados

1,0 h apdés a administragdo de LPS, e (ii) que estes (concentracdes de NOx e de cGMP e a Tb)

passaram a estar substancialmente aumentados 2,5 h depois do desafio imuno-inflamatério (LPS),

indicando que a concentracio elevada de NOx e cGMP no LC estd associada a ocorréncia da resposta

febril.
Com a finalidade de discutir a respeito dos resultados obtidos com o NO (presente

estudo) frente aos achados do nosso laboratdrio encontrados com o monodxido de carbono (CO)
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(RAVANELLI et al., 2007), ndo podemos deixar de mencionar o fato de que a estimulacado da
sGC pode ter sido alternativamente mediada pelo CO, um estimulador relativamente fraco, em
comparacio com o NO, desta enzima (Cary et al., 2006).

O monoxido de carbono (CO), outro mensageiro gasoso diatdmico, estudado do ponto de
vista toxicoldgico nos dltimos 50 anos devido a sua ligacdo irreversivel com a oxiemoglobina,
também ¢é capaz de modular a atividade neuronal (WILKINSON et al., 2009) por meio da
estimulacdo da sGC (BRUNE & ULLRICH, 1987). Juntamente com o NO, tem sido mostrado
que o CO estd envolvido na regulacdo da potenciagdo a longo prazo no hipocampo, no
relaxamento nao-adrenérgico ndo-colinérgico (NANC) da musculatura lisa, na inflamacgado, na
apoptose (MAINES, 1997). A sintese endogena de CO ocorre a partir da clivagem oxidativa da
molécula heme, especificamente, por oxida¢do do carbono a-meso do anel de protoporfirina. A
reacdo € catalisada pela enzima microssomal heme oxigenase (HO) — cuja distribuicdo € ubiqua,
sugerindo que a sintese de CO pode ocorrer em todos os Orgdos —, e gera quantidades
equimolares de ferro (Fez+) e biliverdina (MAINES, 1997). A biliverdina, por sua vez, €
rapidamente reduzida a bilirrubina, molécula que interage com radicais livres do “milieu”
intracelular, pela acdo da biliverdina redutase, enzima citosdlica que € funcionalmente acoplada a
HO e que também requer NADPH como cofator (TENHUNEN et al., 1969). Assim como a
NOS, a HO também depende de oxigénio e do agente redutor NADPH, e apresenta uma
isoforma induzivel (HO-1) — cuja expressao também pode ser induzida por LPS ou citocinas —, e
uma constitutiva (HO-2) (MAINES, 1997).

Apesar de ambos (NO e CO) estimularem a sGC, as poténcias sdo bastante diferentes. O
NO ¢ capaz de aumentar a atividade da sGC em 100 a 400 vezes, enquanto que o CO promove

um aumento bem menos expressivo, de 4 a 6 vezes (CARY et al., 2006). A sGC ¢é constituida
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por uma subunidade o e uma f. A subunidade § contém grupamento heme que se liga a proteina

por meio da cadeia de imidazol (ImH) da histidina (His105

), a qual estd ligado um atomo de ferro
(Fe-ImH) (HARTSFIELD, 2002). Tanto o NO quanto o CO se ligam a este &tomo de ferro da
sGC. A diferenca quanto a poténcia em ativar a sGC tem sido atribuida ao fato do NO ser capaz
de quebrar a fraca ligacdo Fe-ImH, resultando na formac¢@o de um heme nitrosil ferroso de baixo
‘spin’ penta-coordenado (alteragdo conformacional) que aumenta enormemente a atividade da
enzima. Por outro lado, quando o CO se liga ao dtomo de ferro a ligacdo Fe-ImH permanece
intacta e ocorre, pois, a formacdo de um complexo hexa-coordenado que aumenta apenas
fracamente (4-6 vezes) a atividade da enzima (HARTSFIELD, 2002).

Ainda € relativamente escasso o conhecimento acerca da associacdo complexa, dindmica
e adaptdvel que existe entre ambos os gases (NO e CO). Além de estimular a sGC com poténcias
diferentes (Stone & Marletta, 1994; Cary & Marletta, 2001; Cary et al., 2006), sabe-se que
existem outras particularidades que conferem diferencas importantes entre eles: localizagdao
(Verma et al., 1993), meia-vida bioldgica (Zhuo et al., 1993) e propriedades bioquimicas
(Henningsson et al., 1999; Artinian et al., 2001; Yang & Qin, 2004). Tem sido demonstrado em
diferentes sistemas que em geral a via HO/CO pode inibir a NOS/NO (Hartsfield, 2002; Yang &
Qin, 2004; Grion et al., 2007), e que esta ultima (NOS/NO) pode estimular a atividade da HO
(KITAMURA et al., 1998; KURAUCHI et al., 2009). Ding e colaboradores (1999) mostraram
que a HO-2 inibe a atividade do NO, e este, por sua vez, inibe a atividade catalitica da HO-2.
Postula-se que a atividade do CO pode ser oposta, aditiva ou coincidente a do NO. Alguns
autores tém considerado que a biodisponibilidade relativa destes gases (Ingi et al., 1996; Ryter et
al., 2004; Botros & Navar, 2006) no microambiente (Hartsfield, 2002) e a expressao diferencial

ou a quantidade relativa da proteina-alvo (sGC) no sitio de geracdo do gis (Mancuso et al., 1998)
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sdo fatores determinantes de suas atividades em um dado sistema. Por exemplo, em neurdnios de
receptores olfatdrios, que apresentam alta atividade da HO e s@ao desprovidos de NOS neuronal, o
CO desempenha uma fun¢do fundamental na producdo de cGMP (Verma et al., 1993). No
cerebelo, que tem ampla expressdao de NOS, HO e sGC (VERMA et al., 1993), a medida que o
desenvolvimento ontogenético ocorre, a SGC deixa de ser estimulada pelo CO e passa a ser pelo
NO (INGI et al., 1996). Na POA, onde os niveis de sGC sdo baixos (Mancuso et al., 1998), o NO
(Steiner et al., 2002), mas ndo o CO (Steiner & Branco, 2002), parece estimular a sintese de
cGMP.

Estudos bioquimicos sugerem que a interacdo complexa que existe entre as vias NOS/NO
e HO/CO ¢ determinada pelo fato de que a atividade de uma destas enzimas pode ser modulada
pelo(s) produto(s) da atividade da outra. Foi mostrado que doadores de NO podem induzir a
sintese de novo de RNA e proteina HO-1 por uma via independente (FORESTI et al., 1997) ou
dependente de ¢cGMP (POLTE et al., 2000). Inversamente, Bouton e colaboradores (2000)
mostraram que o efeito estimulador do NO sobre a atividade da HO-1 ndo envolve aumento na
sintese protéica de HO-1. Diante das discrepancias de resultados, aspectos subcelulares, tais
como (i) a presenga de isoformas diferentes num mesmo sistema/célula estudado(a) e (ii) a
concentracio celular de HO versus NOS, parecem determinar o tipo de modulacdo que o NO
pode exercer sobre a HO-1.

Quando se trata da modulacdo exercida pela via HO/CO sobre a NOS/NO, o mecanismo
parece ser mais claro. A NOS é uma hemoproteina do tipo citocromo P450 que requer 2
moléculas heme em sua estrutura. Atividade aumentada da HO pode reduzir a biodisponibilidade
de heme para a sintese de novo da NOS e possivelmente pode também degradar as moléculas

heme localizadas no sitio ativo de NOS ja formadas (MAINES, 1997). Tem sido considerado que
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o ferro, liberado na degradacdo de heme, pode inibir a producdo da NOS ao interferir com a
transcri¢do nuclear desta enzima (MAINES, 1997). Conforme mencionado, a NOS e a HO
requerem NADPH como cofator. A competi¢c@o por elétrons pode ser adicionalmente deslocada a
favor da via da HO pela acdo da biliverdina redutase, enzima que também utiliza NADPH como
cofator e que rapidamente converte a biliverdina em bilirrubina (MAINES, 1997). Quanto aos
efeitos do CO sobre a via NOS/NO, tem sido sugerido que eles dependem essencialmente da
quantidade de CO presente no sistema. Em altas concentracdes, o CO inibe a atividade da NOS e
a geracdo de NO, enquanto que em baixos niveis intracelulares induz aumento na
biodisponibilidade de NO por desloca-lo de hemoproteinas (THOM et al., 1997; THORUP et al.,
1999).

O terceiro membro da ‘familia’ de moléculas que atuam como neurotransmissores
gasosos, modulando a atividade celular, e que pode ter influéncia (interagir) sobre o sistema
nitrérgico (e também do CO) € o sulfureto de hidrogénio, ou 4cido sulfidrico (H,S). O H,S tem
um odor tipico, compardvel ao de ovo em decomposi¢do, de modo que intoxicagdo por H,S,
diferente do NO e do CO, que sdo gases inodoros, € pouco provavel ocorrer. A sintese endégena
de HoS é catalisada a partir da L-cisteina pela enzima cistationina-p-sintase (CBS) e/ou pela
cistationina-y-liase (CSE), que podem atuar conjuntamente em muitos tecidos (WANG, 2002). A
CBS € considerada a principal geradora do gis. Assim como a nNOS, a eNOS e a HO-2, a CBS ¢é
dependente de Ca**/calmodulina e é sensivel a alteracodes redox, sendo, portanto, inativada na
presenca de niveis elevados de per6xido de hidrogénio, NO e CO (MANCUSO et al., 2010). A
ligacdo do CO a CBS € muito mais estavel que a do NO, de modo que o CO € o principal gis
enddgeno capaz de regular a sintese de H,S por meio da sua interferéncia sobre a atividade da

CBS; vale mencionar que hd também a formacao ndo-enzimdtica do H,S, considerada de menor
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importancia, e também que o NO é capaz de induzir a produ¢cdo de H,S (MANCUSO et al.,
2010). Estudos mostram que o H,S estd envolvido na regulagdo de muitas fungdes, como a
potenciagdo a longo prazo do hipocampo, a nocicepcdo, a hiperpolarizacdo neuronal, a
estimulacdo de neurdnios entéricos e os efeitos pré-secretérios relacionados, o relaxamento da
musculatura lisa (MANCUSO et al., 2010). O gés tem sido considerado ser um ativador direto (i)
da adenilil ciclase, (ii) de canais de potdssio ativados por ATP, (iii) do sistema de proteina
quinase ativado por mitégeno (MAPK), e (iv) de fator de transcri¢do (Nrf2), e, por meio destas
vias, o H,S pode regular, respectivamente, a atividade neuronal, o relaxamento da musculatura
lisa vascular, a proliferacdo celular e o equilibrio oxidante/anti-oxidante (MANCUSO et al.,
2010). Outras agdes bioldgicas deste gds dependem de sua interacio com outros compostos
gasosos. A sua ligacdo com o NO resulta na formacdo de um S-nitrosotiol inativo, reduzindo a
sinaliza¢do mediada pelo NO; por outro lado, ao estimular a atividade da HO-1 — por meio da
ativacdo do Nrf2, um ativador da HO-1 —, aumentando a producdo de CO, o H,S pode,
indiretamente, induzir a ativagdo da sGC ou da COX (MANCUSO et al., 2010).

Sendo assim, considerando os vdrios aspectos acima mencionados, apesar do CO (e do
H,S, indiretamente) também estimular a sGC, podendo potencialmente ter influenciado
positivamente as respostas atribuidas ao NO no presente estudo, o estudo de Ravanelli e
colaboradores (Ravanelli et al., 2007) mostrou que o CO no LC promove respostas sobre a febre
que sdo opostas (anti-piréticas) aquelas observadas no presente estudo. O efeito oposto, apesar de
intrigante, ndo foi completamente inesperado, uma vez que, como descrito, o NO, o CO e
também o H,S exibem interacdes complexas entre si € com seus alvos intracelulares que podem
resultar em efeitos maltiplos que variam dependendo do tipo de estimulo e da

célula/tecido/organismo envolvidos. Assim, considerando que (i) os neuronios do LC apresentam
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grandes quantidades de sGC/cGMP (Matsuoka et al., 1992; Xu et al., 1998); (i1)) o NO exerce um
efeito similar ao do cGMP (SORIANO et al., 2010); e (iii) o CO promove um efeito oposto ao
do NO (RAVANELLI et al., 2007), parece razodvel considerar hipoteticamente que no LC, pelo
menos durante a inflamacao sistémica induzida por LPS, (i) o NO estimula a sGC e também a
HO, e (ii) que a via HO/CO atua como moduladora destes efeitos.

Apesar de ndo termos elementos para apontar as provdveis fontes de NO no presente
estudo, especulamos que o NO pode estar sendo liberado de: (i) corpos celulares, dendritos, e/ou
terminais de axonios dos escassos neurdnios nao-noradrenérgicos do LC que sdo positivos para a
NOS e que estdo esparsamente dispostos entre os numerosos neurOnios noradrenérgicos e
negativos para NOS do nucleo (XU et al., 1994); e/ou (ii) corpos celulares, dendritos e/ou botdes
sindpticos de neurdnios positivos para a NOS (interneurdnios da via neural de ativagdo do BAT)
localizados em posicdo imediatamente rostral, lateral, e/ou ventromedial (laterodorsal tegmental
nucleus, LDTg) ao LC (VINCENT & KIMURA, 1992; XU et al., 1994); e/ou (ii) células da glia
positivas para a NOS (corpos celulares e/ou dendritos) localizadas no LC e/ou em sua
vizinhanca.

Diante dos achados do presente estudo, parece razodvel concluir que a via NO-cGMP no
LC favorece o aumento da Tb induzido por LPS (febre) — independente de o NO aumentar
(Pineda et al., 1996) ou reduzir (Xu et al., 1998) a excitabilidade de (todos, grande parte ou
alguns) neur6nios do LC e/ou modular a liberacdo de neurotransmissores excitatérios (Xu et al.,
1994) e/ou inibitdrios sobre este nicleo. E de que forma a suposta modulacio exercida pelo NO-
c¢GMP sobre os neurdnios do LC alteraria, entdo, a resposta febril? Em outras palavras, qual(is)
nucleo(s) da via termogénica pirética teria(m) sua(s) atividade(s) alterada(s) como consequéncia

da modula¢do do LC pelo NO-cGMP?
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A resposta para esta pergunta, obviamente, exige experimentos especificos; mas,
podemos especular aqui que a alteragdo na excitabilidade dos neurdnios do LC e/ou a modulagio
da liberacdo de neurotransmissores sobre o LC — neurotransmissores estes que supostamente
seriam determinantes para a ativacdo (ou inibicdo) do nudcleo durante a resposta febril —,
resultaria(m) em liberacdo aumentada (ou diminuida) de noradrenalina dos terminais axdnicos
dos neurdnios do LC sobre pelo menos um(a) nicleo/estrutura da via neural envolvida com a
termogénese do BAT (NAKAMURA et al., 2002; ROMANOVSKY et al., 2005), incluindo,
possivelmente entre muitos outros, o0 MPO (TILLET et al., 1993; CASTANEYRA-PERDOMO
et al., 1992) e a medula espinhal (PROUDFIT & CLARK, 1991; YAMAGUCHI & OKADA,
2009; SAMUELS & SZABADI, 2008). A conex@o com a medula espinhal poderia ser direta, do
LC para os neurdnios pré-ganglionares simpdticos da coluna intermediolateral (IML)
(PROUDFIT & CLARK, 1991; YAMAGUCHI & OKADA, 2009; SAMUELS & SZABADI,
2008), ou indireta, por meio da modulacdo da atividade de algum(ns) nicleo(s) que envie(m)
projecoes para os neur6nios da IML ou para os pré-simpaticos da rRPa; as projecdes do LC
diretamente para a rRPa sdo bastante escassas (HERMANN et al., 1997).

Surgiria, pois, uma proxima pergunta: O que ativaria, entdo, a participa¢do do LC na via
termogénica pirética? Mais uma vez, a devida resposta exige, evidentemente, investigacao
especifica; porém, podemos considerar/mencionar aqui algumas das vérias possibilidades;
consideremos, ainda, que as possibilidades levantadas a seguir possam ser concomitantes. Uma
possibilidade aparentemente plausivel diz respeito ao envio de projecdes (terminais axonicos)
para o LC, oriundas de pelo menos um nicleo integrante da referida via, a fim de ativd-lo (ou
inibi-lo). Os nucleos considerados como os melhores candidatos sdo aqueles que, sabidamente,

enviam projecdes para o LC e fazem parte da referida via pirética: o MPO (RIZVI et al., 1994;
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LUPPI et al., 1995; ROMANOVSKY et al., 2005), o PVN (LUPPI et al., 1995;
ROMANOVSKY et al., 2005), a PAG (LUPPI et al., 1995; ROMANOVSKY et al., 2005).
Outra possibilidade seria a ativacdo dos neurdnios do LC por nicleos indiretamente relacionados
com a rede neural pirética ou por interneurdnios que sejam ativados especialmente durante a
resposta febril ao estimulo imuno-inflamatério. Pode ainda ser considerado como fator
responsdvel pela suposta ativacdo do LC durante a febre o envolvimento de um mecanismo nio-
neural de ativagdo do LC, ou seja, ativagdo do nicleo por algum(ns) mediador(es) tipico(s) do

processo imuno-inflamatério ou gerado(s) como consequéncia da inflamagao.
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SUMARIO E CONCLUSOES
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6. SUMARIO

A inibi¢do da sintese enddgena de NO ou cGMP no LC, induzida 30 minutos antes da
injecdo de LPS, retardou o inicio da febre (aproximadamente 40 e 60 minutos, respectivamente).

A inibi¢do da sintese endégena de NO no LC, induzida duas horas apds o LPS, manteve a
Tb em niveis relativamente mais baixos que aqueles dos grupos controles, o contrario ocorrendo
quando da administra¢do do doador de NO.

A inibi¢do da sintese endégena de cGMP no LC, induzida duas horas apds o LPS, reduziu
significativamente a febre e a manteve em niveis estatisticamente mais baixos por aproximadamente
70 minutos; inversamente, o andlogo do cGMP promoveu um aumento significativo e relativamente
fulgas (aproximadamente 35 minutos de duracdo).

A concentracdo ex vivo de NOx e cGMP no LC mensurada duas horas e meia depois da
administragdo de LPS foi estatisticamente maior que aquelas dos demais grupos (i.e., grupos salina 1

e 2,5 h, e grupo LPS 1h).

7. CONCLUSOES

O sistema nitrérgico NOS-NO-sGC-cGMP no LC € crucial para o inicio da resposta febril
induzida por desafio imuno-inflamatério.

O referido sistema também tem importancia fundamental para a manutencdo de um estado
febril j4 instalado, estado este que é acompanhado por uma maior quantidade dos protagonistas (NO e

¢GMP) no LC.
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