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RESUMO 
 

SORIANO, R.N. Atividade pró-pirética da via do óxido nítrico no locus coeruleus. 2010. 
107 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2010. 
 
O óxido nítrico (NO) modula a resposta febril induzida por lipopolissacarídeo (LPS) no sistema 
nervoso central. Sabendo que os neurônios do locus coeruleus (LC) expressam as enzimas óxido 
nítrico sintase (NOS) e guanilato ciclase solúvel (sGC), no presente estudo avaliamos in vivo e ex 

vivo o possível papel da via NO-GMP cíclico (cGMP) no LC na febre induzida por injeção 
intraperitoneal (ip) de LPS. A temperatura corporal (Tb) de ratos foi registrada antes e depois de 
modulação da referida via no LC; e, além disso, foi medida a concentração de nitrito/nitrato 
(NOx) e cGMP no núcleo. Ratos não-anestesiados e não-confinados receberam uma 
microinjeção no LC de um inibidor não-seletivo da NOS (L-NMMA), ou de um doador de NO 
(NOC12), ou de um inibidor da sGC (ODQ), ou de um análogo do cGMP (8-Br-cGMP), e 
receberam também uma injeção i.p. de LPS. A inibição da NOS ou da sGC antes da injeção de 
LPS prolongou significativamente a latência para o início da resposta febril. Durante o curso da 
febre, a inibição destas enzimas atenuou a resposta febril, enquanto que o NOC 12 e o 8-Br-
cGMP exacerbaram tal resposta. Os resultados indicam, pois, que a via NO-cGMP no LC exerce 
um papel pró-pirético. Além disto, observamos um aumento expressivo nas concentrações de 
NOx e cGMP no LC duas horas e meia após a injeção i.p. de LPS, indicando que a resposta 
febril é acompanhada por estimulação da via NO-cGMP no LC. 
 
Palavras-chaves: Febre, Lipopolissacarídeo, Nitrito/nitrato, GMP cíclico   
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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 Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão 
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), 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-
cGMP 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 Ácido araquidônico 

aCSF Fluido cerebroespinhal artificial 

BAT Tecido adiposo marrom 

BBB Barreira hematoencefálica 

cAMP Adenosina monofosfato cíclico 

cGMP Guanosina monofosfato cíclico 

CO Monóxido de carbono 

cPLA Fosfolipase A citosólica 

COX Ciclooxigenase 

DMH Núcleo dorsomedial do hipotálamo 

DMSO Dimetil sulfóxido 

DRG Gânglio da raiz dorsal da medula espinhal 

EPM Erro padrão da média 

H2S Sulfureto de hidrogênio ou ácido sulfídrico 

HO Heme oxigenase 

IL Interleucina 

ip Intraperitoneal 

IML Coluna intermediolateral da medula espinhal 

Kc Célula de Kupffer 

LC Locus coeruleus 

LPB Núcleo parabraquial lateral  

LPBd Subnúcleo dorsal do LPB 

LPBel Subnúcleo externo lateral do LPB 

LPBc Subnúcleo central do LPB 

LPS  Lipopolissacarídeo (endotoxina) 

MnPO Núcleo mediano da área pré-óptica do hipotálamo 

mPGES Sintase microssomal de prostaglandina da série E  

MPO Núcleo medial da área pré-óptica do hipotálamo 

NO Óxido nítrico 
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 NOS Óxido nítrico sintase 

NTS Núcleo do trato solitário 

NOx Nitrito/nitrato 

OVLT Órgão vasculoso da lâmina terminal 

PAG Sustância cinzenta periaquedutal 

PG Prostaglandina 

PGE Prostaglandina da série E 

PKG Proteína quinase G  

POA Área pré-óptica do hipotálamo 

rRPa Região rostral do núcleo pallidus da rafe 

RVLM Núcleo rostral ventrolateral do bulbo 

pLCrm Região rostromedial pericoerulear 

PVN Núcleo paraventricular do hipotálamo 

sGC Guanilato ciclase solúvel 

SNC Sistema nervoso central 

Ta Temperatura ambiente 

Tb Temperatura corporal interna 

Tbi Temperatura corporal interna inicial (basal) 

TRP Transient Receptor Potential 

TLR Receptor toll-like 

Tpref Temperatura ambiente de preferência 

Tsk Temperatura da pele 

W Neurônio sensível a calor  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Introdução ao sistema de controle da temperatura corporal 

1.1.1. Aspectos básicos   

Variáveis biológicas, como a temperatura corporal, são controladas a todo instante por 

sistemas contendo receptores/sensores, vias aferentes, integradores centrais, vias eferentes e 

efetores que mantêm a relativa constância destas, mesmo diante de mudanças drásticas no meio 

externo. A temperatura corporal pode ser considerada um dos sinais vitais, assim como as 

frequências cardíaca e respiratória, e exerce considerável influência sobre as funções fisiológicas 

e bioquímicas básicas. A temperatura é um fator importantíssimo na determinação da energia 

cinética das moléculas em geral e, portanto, influencia todas as reações químicas conhecidas, 

incluindo as que ocorrem em meio biológico, tais como: as reações enzimáticas, a atividade 

neuronal, a contratilidade muscular, a interação ligante-receptor e a função do sistema imune.  

Do ponto de vista do ramo da Fisiologia que estuda o controle da temperatura corporal 

(termorregulação), o corpo pode ser dividido em duas partes: a parte interna (profunda) do eixo 

do corpo (do inglês, “core”) − o eixo central do corpo, compreendendo cabeça, troco e abdome, 

incluindo especialmente o sistema nervoso central e as vísceras torácica e abdominal −, e a 

periferia (do inglês, “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 

homogêneo e sua temperatura é relativamente estável (mudanças de ~ 1°C). A periferia, por 

outro lado, é termicamente heterogênea; a temperatura periférica, especialmente a temperatura da 

pele (Tsk), varia bastante (mudanças de ~ 10°C) em condições fisiológicas (ROMANOVSKY et 

al., 2002). O sistema de termorregulação não apenas mantém a temperatura corporal interna (Tb) 



Fisiologia/FMRP/USP   9 
 

Soriano, RN 

em um nível relativamente estável, mas também a aumenta ou diminui quando necessário, por 

exemplo, durante o exercício físico ou durante o sono, respectivamente.  

1.1.2. Aspectos gerais 

Similar a outros sistemas fisiológicos (PARTRIDGE, 1982), o sistema de 

termorregulação funciona como um conjunto de alças termoefetoras relativamente independentes 

entre si (SATINOFF, 1978), sem a existência de um único controlador e sem um único ponto 

(temperatura) de referência ou seu equivalente (WERNER, 1979). Cada alça termoefetora possui 

uma via eferente particular que controla a resposta efetora correspondente (NAGASHIMA et al., 

2000; MORRISON et al., 2008). Cada alça termoefetora é sensível a uma combinação única de 

temperaturas da periferia (Tsk) e do dentro do corpo (Tb) (JESSEN, 1981; ROBERTS, 1988; 

SAKURADA et al., 1993), e cada uma, portanto, participa da defesa de um nível diferente de 

uma temperatura diferentemente distribuída pelo corpo (ROMANOVSKY, 2004; 

ROMANOVSKY, 2006). Este conceito não requer nem a computação de uma Tb integrada e 

nem a sua comparação com uma temperatura de referência evidente ou escondida em um sistema 

unificado.  

Ao agir sobre os elementos termorreceptores dos neurônios termossensíveis, a 

temperatura local (interna ou periférica) pode alterar a atividade destes neurônios e causar 

mudanças sequenciais na atividade neuronal ao longo de toda a via que controla um dado 

termoefetor (ROMANOVSKY, 2006). Isto enfatiza a importância dos elementos 

termorreceptivos de neurônios termossensíveis e dá a estes elementos uma função importante em 

determinar se uma resposta termoefetora será acionada. Na maioria das vezes, o recrutamento de 

termoefetores em uma resposta termorreguladora parece ser um evento altamente coordenado. 

Os efetores que afetam o equilíbrio térmico em direções opostas não são tipicamente ativados 
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simultaneamente (ROMANOVSKY, 2006). Respostas caras energeticamente e as que envolvem 

o consumo de água geralmente são desencadeadas após respostas que não consomem muita 

energia ou água (as comportamentais, por exemplo). Esta coordenação entre termoefetores 

costumava ser explicada pela presença de um coordenador, um módulo especializado na rede de 

controle unificado. No entanto, este coordenador nunca foi encontrado experimentalmente. É 

mais provável que a coordenação entre termoefetores seja conseguida através de variáveis 

controladas comuns, que em grande parte se sobrepõem (ROMANOVSKY, 2006). 

1.1.3. Termorregulação autonômica e comportamental 

A termorregulação é realizada a partir de respostas efetoras múltiplas, fisiológicas e 

comportamentais. Comportamentos de termorregulação incluem o deslocamento do animal para 

evitar calor ou frio, assim como muitos outros: desde simples mudanças posturais até o 

complexo programa comportamental dos seres humanos. As principais respostas fisiológicas de 

defesa contra o frio são produzidas por tremores musculares e também por alterações 

autonômicas (simpáticas): a vasoconstrição cutânea e a termogênese no tecido adiposo marrom 

(BAT). Embora os ratos apresentem robustas respostas envolvendo tremores musculares, se a Tb 

cair, a termogênese no BAT é o mecanismo mais importante para a produção de calor nestes 

animais (CANNON & NEDERGAARD, 2004). Por outro lado, apesar dos humanos terem 

depósitos significativos de BAT (NEDERGAARD et al. 2007), os tremores musculares são o 

mecanismo mais importante para a produção de calor.  

Respostas fisiológicas autonômicas de defesa contra o calor incluem a vasodilatação 

cutânea, a qual facilita a perda de calor para o ambiente, e as respostas espécie-específicas 

destinadas à evaporação de água a partir da pele, por exemplo, a sudorese em humanos e a 

salivação termorreguladora em ratos.  
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O controle da Tb por meio de mecanismos autonômicos é limitado, especialmente em 

ambientes com temperaturas extremas, e, além disto, este tipo de termorregulação depende de 

um elevado custo hídrico (calor) ou metabólico (frio). Os mecanismos mais eficazes para perda 

de calor envolvem perda de água pelo corpo (salivação, sudorese e polipnéia), enquanto que os 

mecanismos termogênicos necessitam de energia metabólica. Em contraste à termorregulação 

autonômica, a termorregulação comportamental não utiliza obrigatoriamente os estoques de água 

ou energia do organismo, além de ser eficaz em condições extremas. Por exemplo, se não fosse 

pela termorregulação comportamental (através da construção de abrigos e roupas, e pelo uso do 

fogo), o homem não teria sido capaz de habitar regiões de clima não-tropical. Além distso, a 

termorregulação comportamental mostra-se importante também em condições fisiopatológicas, 

como, por exemplo, durante a febre. Exemplificando tal importância, destaca-se um estudo que 

mostrou que ratos idosos apresentam resposta febril quando estão em ambiente heterotérmico 

(em um termogradiente, por exemplo), onde podem escolher temperaturas ambientes (Ta) mais 

altas, mas não exibem tal resposta se mantidos a uma Ta constante (ambiente isotérmico) 

(FLOREZ-DUQUET et al., 2001). Embora a importância dos mecanismos comportamentais para 

a regulação da Tb seja evidente tanto em condições fisiológicas (por ex., exposição ao frio ou 

calor) quanto fisiopatológicas (por ex., febre), pouco é conhecido sobre as vias neurais 

envolvidas na termorregulação comportamental (ALMEIDA et al., 2006a; ALMEIDA et al., 

2006b).  

A capacidade de sentir a Ta é essencial para o comportamento de busca por uma Ta de 

preferência (Tpref). Além disto, sabe-se ainda que a Ta é um fator determinante durante a resposta 

febril à inflamação sistêmica (que pode ser induzida, por exemplo, por meio da administração de 
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lipopolissacarídeo, LPS) e durante o choque endotóxico (induzido por meio da administração de 

LPS em doses muito elevadas) (ROMANOVSKY, 2004).  

1.1.4. Sensores de temperatura: canais iônicos TRP  

A participação dos canais termo-TRP (“transient receptor potential”), canais iônicos que 

funcionam como sensores de temperatura, tem sido grandemente explorada nos últimos anos. Os 

canais TRPM8 (“melastatin”) da pele são ativados pelo frio, enquanto que os TRPV4 

(“vanilloid”) respondem ao calor (ROMANOVSKY, 2007). Alguns trabalhos mostram que o 

núcleo parabraquial lateral (LPB) é ativado durante a exposição de animais ao frio 

(BRATINCSÁK & PALKOVITS, 2004, 2005; NAKAMURA & MORRISON, 2008). 

Neurônios do gânglio da raiz dorsal (DRG), cujos terminais cutâneos são, supostamente, 

portadores de TRPM8, fazem sinapses com neurônios da lâmina I do corno dorsal da medula 

espinhal que, por sua vez, enviam projeções para o LPB, especialmente para os subnúcleos 

externo lateral (LPBel) e central (LPBc) do LPB. Os neurônios destes subnúcleos enviam 

projeções glutamatérgicas para o núcleo mediano da área pré-óptica do hipotálamo (MnPO), 

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

Os canais iônicos TRPM8 (também conhecidos como CMR1) estão localizados 

imediatamente abaixo da epiderme e também nos tecidos profundos do corpo e no SNC. Sabe-se 

que a estimulação dos TRPM8 pode ser mediada também, por agonistas destes canais, como o 

mentol (ALMEIDA et al., 2006a). O suposto limiar de temperatura para ativação desses canais é 

de aproximadamente 25°C, consistente com o papel de percepção de frio inócuo; a detecção de 

temperaturas mais frias, associadas com sensação dolorosa (“painfully cold temperatures”), 

parece ser mediada pelos canais TRPA1 (‘ankyrin’) (ROMANOVSKY, 2007). A ativação dos 

canais TRPM8 aumenta o influxo de corrente catiônica não-seletiva e, consequentemente, o 
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potencial de membrana, gerando potenciais de ação que são conduzidos pela via descrita acima 

(DRG-Lâmina I-LPBel-MnPO). Esta via aferente de controle homeostático da Tb é distinta da 

via espinotalamocortical envolvida com a sensação discriminativa (consciente) de temperatura 

(ROMANOVSKY, 2007; NAKAMURA & MORRISON, 2008b). A via de percepção e 

discriminação da Ta é composta por neurônios do DRG e da lâmina I da medula espinhal (e os 

trigeminais equivalentes, os quais estão envolvidos com a percepção térmica da região da 

cabeça, face), pelo núcleo parabraquial, mas não sua porção lateral (LPB), pelas porções 

posterior e basal do núcleo ventromedial do tálamo e pelo córtex insular (ROMANOVSKY, 

2007), mas não o somatossensorial (giro pós-central) – ativado pela sensação tátil, mas não pela 

sensação de temperatura (CRAIG, 2002).  

1.1.5. Via aferente do sistema termorregulador 

As vias neurais de termorregulação no homem são desconhecidas, mas em animais de 

laboratório as vias neurais para a termogênese no BAT e a vasoconstrição cutânea, bem como 

aquelas para os tremores musculares, e, em menor extensão, para a salivação e a vasodilatação 

cutânea, foram identificadas e caracterizadas durante as últimas duas décadas. Embora cada 

resposta efetora seja controlada por vias neurais distintas, estas vias, especialmente para a 

termogênese (BAT) e a vasoconstrição cutânea, seguem padrões similares.  

Os neurônios aferentes primários das vias neurais do sistema termorregulador são 

neurônios sensoriais localizados no DRG, gânglio nodoso ou gânglio trigeminal. Dos três 

grandes tipos fisiológicos de neurônios do DRG, i.e., mecanorreceptores, nociceptores e 

termorreceptores (Perl, de 1992), os dois últimos tipos respondem a estímulos térmicos, nocivos 

(nociceptores) ou inócuos (termorreceptores). A maioria dos terminais sensitivos 

termorreceptores dos neurônios aferentes primários está 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 é sensível ao frio (NOMOTO et al., 2004). A Ta é 

detectada por termorreceptores (pelo menos alguns dos quais são canais TRP) localizados nas 

terminações nervosas cutâneas de fibras Aδ, levemente mielinizadas (sensíveis ao frio), ou de 

fibras amielínicas C (sensíveis ao calor) de neurônios do DRG (ou do gânglio nodoso ou 

trigeminal). Craig e colaboradores (ANDREW & CRAIG, 2001; CRAIG et al., 2001) têm 

distinguido os neurônios da lâmina I do corno dorsal da medula espinhal que são 

termorreceptores (que respondem ao resfriamento ou aquecimento inócuos da pele e são 

importantes na termorregulação) de células que são nociceptivas específicas e nociceptivas 

polimodais (que respondem ao calor e ao frio nocivos e são importantes para o processamento da 

dor). Além dos neurônios que respondem ao frio e ao calor inócuos na periferia do corpo, há 

também os localizados em tecidos profundos, que respondem à Tb; as terminações destes 

neurônios, situados no DRG, no gânglio nodoso e no gânglio trigeminal, inervam aferentes 

esplâncnicos e vagais do esôfago, estômago, grandes veias intra-abdominais e outros órgãos 

(RIEDEL, 1976; CRANSTON et al., 1978; GUPTA et al., 1979; EL OUAZZANI & MEI, 

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 neurônios da lâmina I do corno dorsal da medula espinhal 

de ratos transmitem sinais térmicos da pele (e de outros órgãos do corpo) para neurônios do LPB 

que enviam projeções para o MnPO (NAKAMURA & MORRISON, 2008b). O suporte 

experimental para esta via é fornecido por dados que mostram que os terminais dos axônios dos 

neurônios da lâmina I fazem aposições estreitas com estruturas pós-sinápticas dos neurônios do 
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LPBel que enviam projeções para a POA; os neurônios do LPBel que enviam projeções 

diretamente para o MnPO são ativados pelo resfriamento da pele (NAKAMURA & 

MORRISON, 2008b). Além disto, a inibição dos neurônios do LPBel ou o bloqueio dos 

receptores de glutamato neste núcleo faz cessar completamente as respostas fisiológicas de 

defesa contra o frio provocadas pelo resfriamento da pele. Portanto, a ativação dos neurônios do 

LPBel, provavelmente por vias glutamatérgicas de neurônios da lâmina I, é essencial para o 

início das respostas efetoras de defesa contra estímulos cutâneos inócuos de frio. Uma via 

paralela, que envolve os neurônios do subnúcleo dorsal do LPB (LPBd), tem sido proposta para a 

defesa contra o calor, respondendo a estímulos quentes inócuos na pele (NAKAMURA & 

MORRISON, 2007b).  

Neurônios do LPBel ativados pelo resfriamento da pele enviam projeções glutamatérgicas 

para ativar neurônios GABAérgicos (ácido γ-aminobutírico, GABA) do MnPO, enquanto que os 

neurônios do LPBd ativados pelo aquecimento da pele provavelmente enviam projeções 

glutamatérgicas para ativar neurônios glutamatérgicos do MnPO. A termogênese no BAT, 

ativada por estímulo no LPBel, é bloqueada por antagonistas de receptores de glutamato no 

MnPO, e, inversamente, a estimulação dos neurônios glutamatérgicos do MnPO provoca 

respostas termogênicas (NAKAMURA & MORRISON, 2008a,b). Existem projeções também do 

MnPO para o LPB, havendo, portanto, uma conexão recíproca entre estes núcleos (ZARDETTO-

SMITH & JOHNSON, 1995). Ambas as populações de neurônios do MnPO projetam axônios 

em direção aos neurônios sensíveis a calor (W) do MPO (considerados os primeiros neurônios da 

via eferente do sistema termorregulador). 

1.1.6. Via eferente do sistema termorregulador 

1.1.6.1. Respostas autonômicas 
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Os neurônios W do MPO são considerados os primeiros neurônios eferentes envolvidos 

com o controle da termogênese no BAT, da vasoconstrição da pele e do tremor muscular 

(ROMANOVSKY, 2007). Sabe-se que a inibição dos neurônios W (mas não do MnPO ou da 

POA lateral) aumenta a Tb e a atividade no BAT (OSAKA, 2004), sugerindo que estes neurônios 

são tonicamente ativos e inibitórios, suprimindo, em condições normais, a termogênese e/ou a 

vasoconstrição cutânea.  

Estudos mostram que o resfriamento local da POA estimula a termogênese (HAMMEL et 

al., 1960; IMAI-MATSUMURA et al., 1984), e que transecções coronais imediatamente caudais 

à POA aumenta tanto a termogênese no BAT (CHEN et al., 1998) quanto a atividade eferente 

simpática para os vasos sanguíneos da pele (RATHNER et al., 2008). Em sintonia com estes 

achados publicados em décadas passadas, tem sido mostrado mais recentemente que os 

neurônios do MPO inibem tonicamente regiões caudais do encéfalo, tais como o núcleo 

dorsomedial do hipotálamo (DMH) e a porção rostral do núcleo pallidus da rafe (rRPa), que 

ativam os termoefetores controlados pelo simpático (BAT e vasos da pele da cauda de ratos e 

camundongos) (NAKAMURA & MORRISON, 2007a; MORRISON et al., 2008; RATHNER et 

al., 2008). Os neurônios pré-motores simpáticos da rRPa estimulam os neurônios pré-

ganglionares simpáticos da coluna intermediolateral (IML) da medula espinhal que comandam a 

termogênese no BAT e a vasoconstrição cutânea (SMITH et al., 1998; CANO et al., 2003; 

NAKAMURA et al., 2004). Como a termogênese no BAT induzida pelo resfriamento da pele 

(NAKAMURA & MORRISON, 2007a) ou pela ativação de neurônios do MnPO (NAKAMURA 

& MORRISON, 2008a) é revertida pelo bloqueio dos receptores GABAA no MPO, postula-se 

que os neurônios do MnPO ativados por sinais cutâneos de frio inócuo liberem GABA sobre os 

neurônios de projeção inibitória do MPO, reduzindo, assim, a supressão tônica sobre o DMH ou 
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a rRPa. O núcleo rostral ventrolateral do bulbo (RVLM) também contém neurônios pré-motores 

simpáticos que influenciam a eferência simpática para os vasos sanguíneos da pele, de modo que 

se considera que estes neurônios estejam envolvidos na resposta de vasoconstrição da pele 

induzida pelo frio (OOTSUKA & MCALLEN, 2005). No entanto, de acordo com um estudo 

anterior, os neurônios do RVLM não parecem estar envolvidos no controle termorregulador do 

tônus vasomotor cutâneo, pois seus neurônios não recebem uma quantidade significativa de 

projeções dos neurônios inibitórios do MPO (TANAKA et al., 2002). Na via eferente que 

controla o BAT, há também projeções do MPO para outros núcleos, além do DMH e da rRPa, 

(ROMANOVSKY et al. 2005), incluindo, entre outras, as projeções 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 núcleos já descritos, núcleos localizados no mesencéfalo também parecem estar 

envolvidos em vias termoefetoras, incluindo a área tegmental ventral, a substância cinzenta 

periaquedutal (PAG), o campo retrorubral e a formação reticular mesencefálica 

(ROMANOVSKY et al., 2005; ROMANOVSKY, 2007). 

No ramo eferente, a separação das alças que controlam a termogênese no BAT e a 

vasoconstrição cutânea é evidente. Uma população de neurônios W inibe neurônios 

simpatoexcitatórios 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 população inibe neurônios pré-motores simpáticos da rRPa envolvidos com a 

vasoconstrição da pele da cauda (NAKAMURA et al., 2002; RATHNER et al. 2008 ). Isto 

explicaria as razões pelas quais a eferência simpática para o BAT, mas não para os vasos da pele 

(RATHNER et al., 2008), depende da atividade dos neurônios simpatoexcitatórios do DMH 

(ZARETSKAIA et al., 2003; MADDEN & MORRISON, 2004). As alças de termogênese no 
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BAT e de vasoconstrição da pele também contêm neurônios pré-ganglionares funcionalmente 

específicos, contribuindo para a falta de relação entre as atividades simpáticas que comandam 

estes dois efetores (OOTSUKA & MCALLEN, 2006). 

1.1.6.2. Respostas comportamentais 

Como descrito, as vias neurais eferentes dos termoefetores autonômicos e dos músculos 

esqueléticos (tremores) incluem os neurônios W (NAGASHIMA et al., 2000; ROMANOVSKY, 

2006); por outro lado, estes neurônios não parecem estar envolvidos em respostas 

comportamentais de termorregulação. Na verdade, o único comportamento de termorregulação 

dos mamíferos em que a participação do MPO tem sido firmemente estabelecida é a extensão 

postural relaxada em resposta à exposição ao calor; tal resposta comportamental não ocorre em 

animais com lesão no MPO (ROBERTS & MARTIN, 1977). Outros comportamentos de 

termorregulação, 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 lesão da POA (LIPTON, 1968; CARLISLE, 1969; SATINOFF & RUTSTEIN, 

1970; SCHULZE et al., 1981). Grandes lesões bilaterais na POA (incluindo o MPO inteiro) não 

alteram as respostas de busca pelo frio ou pelo calor frente a estímulos térmicos (exposição ao 

frio e ao calor), químicos (agonistas TRPV1 e TRPM8) ou inflamatórios (doses baixas e altas de 

LPS) (ALMEIDA et al. 2006b). 

Os neurônios do MPO não parecem estar envolvidos, portanto, em comportamentos de 

termorregulação; por outro lado, o MnPO está envolvido em pelo menos um fenômeno de 

termorregulação comportamental: a intensificação de um comportamento de termorregulação 

operante (mover-se para uma zona de recompensa, durante a exposição ao calor, a fim de acionar 

uma brisa de ar frio) engatilhado por solução salina hipertônica (KONISHI et al., 2007). Sabe-se 
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que os neurônios do DMH e fibras que passam pelo PVN são necessários para o comportamento 

de busca por frio em ratos durante o choque induzido por LPS (ALMEIDA et al., 2006b); mas, 

em geral, não se sabe muito sobre as vias neurais envolvidas com a termorregulação 

comportamental (NAGASHIMA et al., 2000; ROMANOVSKY, 2007).  

1.2. Introdução à resposta febril 

1.2.1. Aspectos básicos 

Quando um organismo é invadido por agentes patogênicos (vírus, bactérias, fungos, etc.), 

reações locais não-específicas são iniciadas no hospedeiro para protegê-lo e preservar suas 

funções normais. O termo geral para estas reações é inflamação. Embora seja geralmente  

considerado um processo destrutivo, é na verdade uma resposta homeostática (fisiológica) 

normal, que se torna patológica somente quando escapa do controle regulador do hospedeiro e/ou 

torna-se crônica (BLATTEIS, 2006). A resposta inflamatória local é iniciada pela liberação, por 

vários tipos de células ativadas pelos invasores patogênicos, de uma série de mediadores solúveis 

(substância P, neurotensina, histamina, serotonina, prostaglandinas, e outros) que promovem um 

aumento na permeabilidade vascular, facilitando, consequentemente, a chegada de plasma e 

fatores circulantes solúveis no espaço extravascular (BLATTEIS, 2006). No local da inflamação, 

tais fatores são ativados por contato com os micróbios e/ou seus produtos (por exemplo, LPS, 

complexos antígeno/anticorpo). Derivados ativos, por sua vez, recrutam fagócitos mononucleares 

(macrófagos teciduais), e neutrófilos circulantes, que removem os micróbios (fagocitose) e 

liberam outros mediadores (por exemplo, citocinas, outras prostaglandinas, leucotrienos, etc.) 

que aumentam o processo inflamatório (BLATTEIS, 2006). Os efeitos são ainda mais 

intensificados quando outras células, atraídas ao local e ativadas pelos mediadores pró-

inflamatórios, produzem outros compostos (por exemplo, enzimas hidrolíticas e proteolíticas, 
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espécies reativas de oxigênio (ROS), óxido nítrico). No entanto, ao mesmo tempo, fatores anti-

inflamatórios [por exemplo, interleucina (IL)-4, -6 e -10, fator de crescimento transformador 

(TGF)-β] também são liberados para regular/limitar o processo, de modo que a resposta aguda 

seja controlada e auto-limitada (BLATTEIS, 2006). Os produtos resultantes do processo 

inflamatório (restos celulares, produtos microbianos, mediadores) são drenados da área 

inflamada via vasos linfáticos e ‘filtrados’ por macrófagos (BLATTEIS, 2006). 

1.2.2. A resposta febril induzida por desafio imuno-inflamatório 

Produtos do processo inflamatório podem estimular nervos sensoriais locais e/ou escapar 

dos processos de degradação e filtragem e entrar na circulação. Quando os mediadores 

inflamatórios locais entram na circulação e/ou estimulam terminais sensitivos de neurônios, uma 

série de reações sistêmicas coletivamente denominadas de reação de fase aguda é ativada 

(BLATTEIS, 2006). Estas respostas são amplamente mediadas pelo SNC e podem ser acionadas 

não apenas pela presença do agente patogênico inteiro (infecção), mas também por partes 

(moléculas) destes (proteínas, RNAs, LPS), por agentes não-microbianos (antígenos, agentes 

inflamatórios, lectinas de plantas, drogas) e também por moléculas do próprio organismo 

(pirógenos endógenos: complexos antígeno−anticorpo, metabólitos de esteróides androgênicos, 

cristais de urato, componente C5a, produtos de linfócitos) (BLATTEIS, 2006). O repertório 

completo da reação de fase aguda é bastante extenso, incluindo alterações neuroendócrinas 

(ativação do eixo hipotálo-hipófise-adrenal), metabólicas (aumento da proteólise muscular, da 

lipogênese, da insulina e do glucagon, redução da gliconeogênese), comportamentais (atividade 

locomotora reduzida, letargia, sonolência, redução da libido, hipofagia, hipodipsia, fraqueza) e 

outras (BLATTEIS, 2006). A resposta mais proeminente, mais conhecida e mais característica da 

reação de fase aguda é a febre, uma concatenação de eventos regulados, induzidos por pirógenos 
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exógenos e/ou endógenos e modulados por mediadores pró- e anti-inflamatórios, que em última 

análise induz um aumento regulado na Tb (BLATTEIS, 2006). Embora seja debilitante, a febre é 

uma resposta de cura. Ela surge como resultado de uma sequência complexa e gradual de 

interações entre fatores solúveis e células, iniciada com a presença do patógeno e/ou seus 

produtos. O processo é controlado na periferia e no SNC por mediadores que fornecem sinais 

pró- e anti-piréticos, em diferentes pontos ao longo da via, que surgem de forma dependente de 

tempo e que são requintadamente regulados (BLATTEIS, 2006). Os mediadores anti-piréticos, 

por exemplo, os glicocorticóides (SORIANO & BRANCO, 2010), funcionam como uma via de 

autorregulação por retroalimentação que atua no sentido de prevenir uma febre excessiva durante 

quadros de inflamação/infecção sistêmica. Nos casos em que ocorre uma febre prolongada ou 

excessivamente elevada, alguns efeitos potencialmente danosos podem surgir, tais como: 

desidratação, delírios, convulsões, desequilíbrio de nutrientes, conseqüências teratogênicas, etc. 

(BLATTEIS, 2006). O aumento da Tb que ocorre como resultado da operação regulada de 

efetores termogênicos ativos (febre) potencializa a função do sistema imune, fazendo com que 

sejam aumentados: (i) a migração e a motilidade de neutrófilos e monócitos, (ii) a fagocitose e a 

pinocitose, (iii) a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) pelos 

fagócitos mononucleares, (iv) a produção e os efeitos de interferons (IFN), (v) a atividade e a 

responsividade de linfócitos, (vi) a produção de anticorpos, (vii) o efeito bactericida dos agentes 

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

1.2.3. Mediador da resposta febril: Prostaglandina E2 

Desde os estudos de Milton e Wendlandt (1970) e de Vane (1971) tem sido considerado 

que a febre é mediada por prostaglandina (PG) da série E, especificamente PGE2 (IVANOV E 

ROMANOVSKY, 2004). A síntese periférica de PGE2, que ocorre predominantemente em 
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macrófagos, no fígado e nos pulmões, e é responsável pelo início (primeira fase) da resposta 

febril, ocorre em 3 etapas: (i) fosfolipídeos da membrana são convertidos a ácido araquidônico 

(AA) pela fosfolipase A2 citosólica ativada (fosforilada) (p-cPLA2); (ii) o AA é convertido em 

PGH2 pela ciclooxigenase 2 (COX-2), cuja transcrição apresenta-se aumentada no fígado e nos 

pulmões (mas não no encéfalo) na primeira fase da febre; (iii) a PGH2 é isomerizada em PGE2 

por uma sintase de PGE terminal, a microssomal 1 (mPGES-1), que é constitutiva (STEINER et 

al., 2006b).  

A resposta febril é comumente induzida experimentalmente por meio da administração de 

LPS, uma molécula da parede externa de bactérias gram-negativas que ativa o sistema imune 

(estresse imuno-inflamatório). O LPS é reconhecido no organismo por meio de sua interação 

com receptores “toll-like” 4 (TLR4) de fagócitos mononucleares (monócitos e macrófagos), 

especialmente aqueles localizados no fígado e nos pulmões (STEINER et al., 2006a; 

ROMANOVSKY et al., 2006). Esta interação é precedida e acelerada pela ligação do LPS na 

proteína ligadora de LPS (LBP), presente no plasma, e na proteína CD14, na membrana do 

macrófago. Uma vez ativados os TLR4, a sequência de reações descrita acima ocorre, resultando 

na síntese de PGE2: a fosfolipase A2 citosólica (cPLA2) é ativada (fosforilada) em macrófagos no 

fígado e nos pulmões, gerando a formação de ácido araquidônico (AA) a partir de fosfolipídeos 

da membrana. A enzima COX-2, cuja transcrição encontra-se aumentada nos macrófagos (fígado 

e pulmões), mas não no encéfalo, durante a primeira fase da resposta febril (STEINER et al., 

2006a; ROMANOVSKY et al., 2006), utiliza, então, o AA como precursor para sintetizar PGH2. 

Por fim, a enzima sintase microssomal 1 de prostaglandina da série E (mPGES-1) isomeriza a 

PGH2 em PGE2. 
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1.2.4. Aumento inicial (rápido) da Tb: papel do componente C5a  

Alternativamente ao estudo de Steiner e colaboradores (2006a) que demonstrou que os 

TLR4 são essenciais para o desencademento da resposta febril, Blatteis (2007) sugeriu a 

participação de uma via mais rápida de ativação da síntese de PGE2 induzida pela presença do 

patógeno ou do LPS. O estudo sugere que o início do primeiro aumento na Tb induzido por LPS 

começa a partir da rápida formação do componente C5a do sistema complemento C. A cascata C 

é ativada por contato com o LPS (via alternativa de ativação do complemento), gerando 

rapidamente o componente C5a. Os macrófagos do fígado (células de Kupffer, Kc) expressam 

receptores C5aR1 (BLATTEIS, 2007). A partir da ativação destes receptores, a atividade da 

fosfolipase C específica para fosfoinositídeos (PI-PLC) é estimulada. Esta enzima libera AA a 

partir de fosfoinositídeos (PI) da membrana, ricos em cadeia araquidonil, 10 vezes mais rápido 

que a cPLA2. A subsequente conversão do AA para PGE2 pode ser, então, catalisada pela COX-1 

e/ou COX-2, constitutivas nas Kc. A ligação da PGE2 nos receptores EP3 dos aferentes vagais 

hepáticos explicaria, então, por fim, pela via neural (descrita abaixo), o rápido aumento incial da 

Tb induzido por LPS (BLATTEIS, 2007).  

1.2.5. Via humoral e/ou via neural aferente: inibição dos neurônios W  

Como a PGE2 produzida inicialmente perifericamente (STEINER et al., 2006b) altera a 

atividade dos neurônios W do MPO, atuando, assim, como molécula mediadora da febre? Duas 

vias principais de sinalização (da periferia para a POA) têm sido consideradas: a via humoral e a 

via neural. Pela via humoral, a atividade dos neurônios W do MPO é alterada por citocinas (ver 

detalhes no parágrafo abaixo) e/ou pela PGE2 que chega à POA por meio da circulação, passando 

por regiões desprovidas de barreira hemato-encefálica (BBB), especialmente o órgão vasculoso 

da lâmina terminal (OVLT). Pela via neural, a ativação dos receptores EP3 da PGE2 nos 
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terminais vagais, especialmente no fígado e nos pulmões, gera potenciais de ação que são 

conduzidos ao núcleo do trato solitário (NTS) e, via feixe noradrenérgico ventral, chegam à 

POA, afetando, por fim, a atividade dos neurônios W (BLATTEIS, 2006; ROMANOVSKY et 

al., 2005).  

As citocinas pró-inflamatórias − IL-1β, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-α, e 

também os interferons (INF)-α e γ e o fator neurotrófico ciliar −, têm participação importante na 

resposta febril, mas não são essenciais para o seu início; até mesmo a primeira citocina a 

aumentar na circulação, TNF-α, não é essencial para a primeira fase da febre (ROMANOVSKY 

et al., 2005). Por meio da via humoral, considera-se que a sinalização pirogênica mediada por 

citocinas ocorreria e seria mantida a partir de: (i) transporte saturável transendotelial de citocinas 

na região da BBB, ou difusão de citocinas através da lâmina basal; ou (ii) entrada livre de 

citocinas através da BBB, especialmente no OVLT. Atualmente sabe-se que a síntese de PGE2 

induzida por citocinas ou por LPS pode ocorrer nas próprias células que formam a BBB (células 

endoteliais e células perivasculares, um tipo de macrófago do encéfalo) (ROMANOVSKY et al., 

2005). Apesar da tal síntese de PGE2 mediada por citocinas nas células da BBB, não pode ser 

ignorado o fato de que a presença de citocinas no espaço extracelular na região do MPO também 

pode induzir a síntese deste prostanóide nos próprios neurônios W e/ou em células adjacentes 

(astrócitos) a estes (BLATTEIS, 2006). Além disto, vale ressaltar também que a atividade dos 

neurônios W pode ser modulada diretamente pelas citocinas (ligação destas com seus 

receptores).  

Pela via humoral (ou neural; BLATTEIS, 2006, 2007), a PGE2 modifica, portanto, a 

atividade do centro termointegrador e termossensível do SNA, a POA, reduzindo a frequência de 

disparos dos neurônios W do MPO que são inibitórios e tonicamente ativos (como descrito 
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anteriormente). É importante mencionar que existem sítios de ligação da PGE2 por todo o 

encéfalo, o que sugere o envolvimento deste prostanóide no processamento ou modulação de 

aferências, bem como na integração central de funções autonômicas (MATSUMURA et al., 

1992). A redução na atividade dos neurônios W induzida pela PGE2 é decorrente da ativação dos 

receptores EP3 acoplados à proteína G inibitória (Gi), a qual inibe a atividade da adenilil ciclase, 

reduzindo os níveis intracelulares de cAMP e, consequentemente, a atividade da proteína quinase 

dependente de cAMP (PKA) (STEINER & BRANCO, 2003). Além da redução dos níveis 

intracelulares de cAMP, os autores propuseram ainda que ocorre uma redução também nos níveis 

de cGMP, com a consequente diminuição da atividade da PKG (STEINER & BRANCO, 2003), 

reduzindo a frequência de disparos dos neurônios W.  Esta redução, decorrente da ativação dos 

receptores EP3 pela PGE2, resulta, em última análise, em aumento na termogênese (BAT) e no 

tônus vascular (vasocontrição) na vasculatura da pele da cauda, os principais termoefetores em 

ratos e camundongos, levando à febre. Vale salientar aqui que em ambientes frios, i.e., abaixo da 

zona termoneutra (ambientes subtermoneutros) para ratos (23°C, por exemplo) − onde a 

vasoconstrição periférica é máxima ou próxima do máximo, a fim de reduzir a dissipação de 

calor −, o aumento da Tb depende de energia metabólica, ou seja, ocorre por meio do aumento da 

termogênese no BAT (ROMANOVSKY et al., 2002).  

1.2.6. Via colinérgica eferente anti-inflamatória 

Quanto à via neural, ela tem sido considerada como a via essencial para a condução do 

sinal pirogênico quando a resposta febril é monofásica, i.e., induzida por baixas doses de LPS ou 

IL-1β. O estudo de Ootsuka e colaboradores (2008) demonstrou que a resposta febril induzida 

por PGE2 circulante é mediada pelo encéfalo, mas não requer a via aferente vagal de sinalização 

pirogênica. Uma via eferente colinérgica vagal (via colinérgica anti-inflamatória), contudo, tem 
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sido descrita como moduladora da síntese de citocinas por macrófagos no sistema 

reticuloendotelial, especialmente no fígado e no baço (CZURA & TRACEY, 2005).    

1.3. Sistema nitrérgico e a resposta febril ao LPS 

Até pouco tempo, o óxido nítrico (NO) era considerado principalmente um gás poluente 

tóxico presente no ar. Mais recentemente, vários estudos demonstraram que este gás, quando 

sintetizado endogenamente, é capaz de modular funções biológicas, participando da regulação da 

inflamação, na resposta imune, no relaxamento da musculatura lisa em vasos, no trato 

gastrintestinal, no corpo cavernoso, na regulação da neurossecreção, na indução e manutenção da 

plasticidade sináptica, no controle do sono, do apetite e da Tb (PRAST & PHILIPPU, 2001). Foi 

documentado, há pouco mais de duas décadas, que este gás diatômico atua como uma molécula 

mensageira central (Garthwaite et al., 1988) modulando a liberação de neurotransmissores (Prast 

& Philippu, 1992). A síntese endógena de NO, radical livre gasoso de vida curta, é catalisada 

pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) e ocorre a partir da oxidação de átomo de nitrogênio 

guanidino da L-arginina, também formando citrulina. A reação é dependente de oxigênio e do 

agente redutor nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), além de requerer cofatores 

adicionais, tais como: tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinucleotídeo (FAD), flavina 

mononucleotídeo (FMN) e tióis (Prast & Philippu, 1992). As isoformas neuronial (nNOS) e 

endotelial (eNOS) são expressas constitutivamente e reguladas por cálcio (Ca+2)/calmodulina e 

por processos de fosforilação/defosforilação. A isoforma induzível (iNOS), por outro lado, 

geralmente não é expressa em células não-estimuladas, é praticamente independente de Ca+2 

(liga-se à calmodulina mesmo quando os níveis de Ca+2 intracelular é muito baixo) e sua 

expressão pode ser induzida por LPS ou citocinas pró-inflamatórias e bloqueada por 

glicocorticóides, citocinas inibitórias, entre outros (Prast & Philippu, 1992).  
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Sabe-se que muitos dos efeitos do NO são mediados pelo GMP cíclico (cGMP), produto 

da atividade da guanilato ciclase solúvel (sGC), uma vez que sua síntese é fortemente estimulada 

(em até 400 vezes) pelo NO (CARY et al., 2006). O nucleotídeo cíclico é um mensageiro 

intracelular que ativa a proteína quinase G (PKG) e também canais iônicos 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 funções independentes deste mensageiro 

intracelular (PRAST & PHILIPPU, 2001; BRYAN & GRISHAM, 2007) e participa em vários 

processos fisiológicos e em condições fisiopatológicas, 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 função-chave na integração de sinais térmicos 

de origem periférica e central, modulando a atividade dos termoefetores não apenas a todo o 

momento no controle da Tb, mas também durante a inflamação sistêmica, que pode ser induzida 

experimentalmente por meio da administração periférica de LPS (Steiner et al., 2002; Steiner et 

al., 2004; Feleder et al., 2007; Soszynski & Chelminiak, 2007). 

1.4. Locus coeruleus, via do óxido nítrico e a resposta febril ao LPS 

 O locus coeruleus (LC) é o principal núcleo noradrenérgico do encéfalo (grupo A6) e está 

situado no terço rostral da ponte, adjacente às porções laterodorsais do quarto ventrículo. Estima-

se que aproximadamente 50% de todas as projeções noradrenérgicas no SNC sejam provenientes 

do LC (ASTON-JONES et al., 1995; BERRIDGE & WATERHOUSE, 2003). O LC é o principal 

núcleo promotor da vigília, enviando projeções excitatórias para as regiões envolvidas com este 

estado de atividade e inibitórias para as regiões GABAérgicas promotoras de sono (SAMUELS 

& SZABADI, 2008). O núcleo (LC) também está envolvido com as funções autonômicas, 
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aumentando a atividade simpática e reduzindo a parassimpática (SAMUELS & SZABADI, 

2008).  

Inserindo o LC na rede neural do sistema termorregulador, vale mencionar que nem a 

medula espinhal nem o NTS enviam projeções para o LC (LUPPI et al., 1995), fatos que podem 

comprometer a inclusão do LC como um núcleo integrante direto da via neural aferente 

envolvida com a sinalização pirogênica (descrita anteriormente). Há, no entanto, projeções 

diretas do LC para a medula espinhal (PROUDFIT & CLARK, 1991; YAMAGUCHI & 

OKADA, 2009; SAMUELS & SZABADI, 2008) e para o MPO (CASTAÑEYRA-PERDOMO 

et al., 1992; TILLET et al., 1993), projeções estas que podem ser relevantes para a modulação da 

eferência simpática para o BAT durante a febre (ALMEIDA et al., 2004). Diversas projeções do 

LC para núcleos do sistema termorregulador têm sido reveladas (SAMUELS & SZABADI, 

2008).  

Quanto às projeções 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 projeções do MnPO para o LC são diretas (ZARDETTO-SMITH & JOHNSON, 

1995; USCHAKOV et al., 2007), e as indiretas (ZARDETTO-SMITH & JOHNSON, 1995), via 

região rostromedial pericoerulear (pLCrm), que contém um rico plexo de dentritos dos neurônios 

do LC (RIZVI et al., 1994), também podem exercer influência sobre a atividade dos neurônios 

do LC. Outros núcleos 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 axônios para o LC. Apesar destas 

conexões com núcleos integrantes do sistema de termorregulação, vale enfatizar que o LC não 
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participa do controle da Tb nem em condições de normóxia ou hipóxia (BIANCARDI et al., 

2010) e nem durante a exposição ao frio, 4°C (ALMEIDA et al., 2004). 

  Estudos mostraram que injeção sistêmica de LPS induz um aumento marcante na 

expressão da proteína c-Fos em neurônios do LC (Hare et al., 1995; Xu et al., 2003). Foi 

demonstrado em trabalhos imunohistoquímicos que os neurônios deste núcleo expressam a 

sintase do óxido nítrico (NOS) (Xu et al., 1994; Ye et al., 1997; Hall et al., 1998; Cuellar et al., 

2000) e também a guanilato ciclase solúvel (sGC) (Matsuoka et al., 1992; Xu et al., 1998), 

enzimas que sintetizam NO e cGMP, respectivamente; o cGMP é um mensageiro intracelular 

cuja síntese pode ser estimulada pelo NO, síntese 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 laboratório que mostrou que o LC participa da rede neural termogênica ativada por 

LPS, particularmente em ambientes subtermoneutros (23°C) para ratos (ALMEIDA et al., 2004). 

A inclusão do LC na referida rede neural foi posteriormente enfatizada em um artigo de revisão 

(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 estão presentes em seus 

neurônios, a nossa hipótese 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 possível envolvimento da via NO-cGMP no LC na febre induzida por LPS. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Avaliar os possíveis efeitos da inibição da síntese endógena de NO ou cGMP no LC 

sobre o início da resposta febril ao LPS.  

Avaliar os possíveis efeitos (i) da inibição da síntese endógena e (ii) do aumento da 

biodisponibilidade de NO ou cGMP no LC durante a resposta febril ao LPS. 

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

eutérmicos e febris. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Ratos Wistar, cedidos pelo Biotério Central da Universidade de São Paulo (USP), campus de 

Ribeirão 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 metálico −, em ratos pesando 300-360 g e 

alimentados e hidratados ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê 

de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP-USP; 

protocolo no.: 019/2007).  

3.2. Drogas 

O inibidor não-seletivo da enzima sintase de óxido nítrico (NOS; NG-monomethyl-L-arginine 

acetate; L-NMMA) e o inibidor da enzima guanilato ciclase solúvel (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 análogo do GMP cíclico (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 −20ºC; o L-NMMA e o ODQ foram dissolvidos no dia do 

experimento, enquanto que o 8-Br-cGMP e o NOC12 apenas no momento da microinjeção. O L-

NMMA e o 8-Br-cGMP foram dissolvidos em salina estéril (o último protegido da luz); o ODQ 

foi dissolvido em dimetil sulfóxido (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 soluções resultantes foram verificados e ajustados a 7.4 quando necessário. Os kits 
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utilizados para as dosagens das concentrações de proteína e cGMP em amostras do LC foram 

comprados da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA; número de código: 500-0006) e 

Amersham Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ, EUA; número de código: RPN226), 

respectivamente.  

3.3. Cirurgias 

Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados sob anestesia com cetamina-xilazina (100 e 

10 mg.kg−1, respectivamente; 1 ml.kg−1, intraperitoneal, ip). Antibiótico (160,000 U.kg−1 

benzilpenicilina, 33.3 mg.kg−1 streptomicina, e 33.3 mg.kg−1 dihidrostreptomicina; 1 ml.kg−1, 

intramuscular) e analgésico (Flunexina; 2.5 mg.kg−1, 1 ml.kg−1, subcutâneo) foram utilizados. Os 

animais foram colocados em um estereotáxico para que uma cânula-guia (15 mm de 

comprimento, 0,64 mm de diâmetro externo) fosse implantada em direção ao LC, de acordo com 

as seguintes coordenadas: 3,4 mm caudal ao lambda; 1,2 mm lateral à linha média (sutura 

sagital); 5,8 mm ventral à superfície do crânio; barra do incisivo em 0 mm; inclinação da torre 

vertical em 15º (Almeida et al., 2004; Ravanelli et al., 2007). A cânula-guia foi fixada ao crânio 

por meio de parafusos e cimento acrílico. Um mandril foi colocado dentro da cânula para 

impedir entupimento e prevenir infecção. 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, Canadá). Todos os animais foram mantidos sob anestesia 

profunda durante os procedimentos cirúrgicos, e receberam dose suplementar sempre que 

necessário. Após 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. Microinjeção e Histologia 

Uma seringa de 10 µl (Hamilton, Reno, NV, EUA) – conectada a uma agulha de microinjeção 
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(30 G, 0,25 mm, de diâmetro externo) com um tubo de polietileno (PE 10; protegido da luz) −, e 

uma bomba de microinjeção (modelo 310, Stoelting, Wood Dale, IL, EUA) foram utilizados para 

realizar a microinjeção unilateral no LC a um fluxo de 50 nl.min−1. A agulha de microinjeção foi 

inserida na cânula-guia somente no momento da microinjeção. Ao final dos experimentos os 

animais foram profundamente anestesiados com cetamina-xilazina (100 e 10 mg.kg−1, 

respectivamente; ip), receberam microinjeção de azul de Evans 2% (100 nl) para marcar o sítio 

de microinjeção (análise histológica), foram perfundidos via aorta ascendente com salina 

tamponada (PBS), e depois com formalina 10% em PBS, e decapitados. O encéfalo foi removido 

do crânio e imerso em formalina 10% em PBS por pelo menos 4 dias, seccionado (20 µm), 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, Canadá) 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 manipulação foram usadas para 

calcular a Tb inicial (Tbi). 

3.6. Dosagem ex vivo da concentração de nitrito/nitrato (NOx) no LC  

Animais intactos receberam injeção ip de LPS ou salina e em seguida foram decapitados. 

Imediatamente após a decapitação, o encéfalo foi rapidamente removido do crânio e congelado 

por imersão em isopentano resfriado com gelo seco, e armazenado a −70ºC. Cada encéfalo foi 

seccionado em um criostato a partir da sua porção caudal a fim de possibilitar a visualização do 

trato do nervo facial, o qual serve como referência para o LC por estar situado ao mesmo nível 

rostrocaudal da porção mais caudal do núcleo (PAXINOS & WATSON, 2005). Uma fatia de 900 
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µm era seccionada no sentido posteroanterior ao nível do trato do nervo facial (estrutura 

esbranquiçada facilmente visível a olho nu. Amostras bilaterais do LC foram extraídas das fatias 

pontinas com agulhas de ‘punch’ (1 mm de diâmetro externo) depois que a região do LC era 

identificada na borda lateral superior do quarto ventrículo, ao nível 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 µl de uma solução de ácido 

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 2ºC e os péletes 

foram posteriormente processados para a dosagem de proteína das amostras. Etanol absoluto (60 

µl) foi adicionado a 30 µl do sobrenadante e depois de 30 min a 0ºC 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 concentração de NOx de cada amostra fosse feita (método de quimioluminescência de 

NO/ozônio). 

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

Rad Laboratories) após dissolver os péletes em 4 ml de hidróxido de sódio (0,1 N). 

3.7. Dosagem ex vivo da concentração 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 µl de uma solução de ácido tricloroacético (TCA) 

6% (peso/volume). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 2ºC, e os 

péletes resultantes foram processados para a dosagem do conteúdo de proteína como descrito. O 

TCA foi extraído com dietil éter, e as amostras foram liofilizadas e reconstituídas em um tampão 
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de ensaio (2 ml) fornecido no kit da Amersham Pharmacia Biotech. A concentração de cGMP foi 

medida por imunoensaio enzimático de acordo com as instruções do fabricante. 

 3.8. Protocolos Experimentais 

Durante toda a duração dos experimentos, incluindo a noite precedente, os animais, mantidos em 

caixas individuais, foram colocados em uma pequena sala a 23ºC 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., L-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 reproduzíveis, além de não ter apresentado nenhum 

efeito quando microinjetadas nas circunjacências do LC (grupos peri-LC). A dose de LPS 

indutora de febre polifásica (100 µg.kg−1, 1 ml.kg−1, ip) foi selecionada de acordo com nossos 

estudos anteriores (Steiner et al., 2002; Ravanelli et al., 2007).  

3.8.1. Efeito da microinjeção intra-LC de ODQ ou L-NMMA sobre a Tb em ratos 

eutérmicos 

 Investigamos num primeiro momento o efeito da microinjeção intra-LC de ODQ (0,13 nmol em 

100 nl) ou L-NMMA (25 nmol em 100 nl) sobre a Tb, em animais eutérmicos que receberam ou 

não injeção ip de salina.  

3.8.2. Efeito da microinjeção intra-LC de L-NMMA ou ODQ sobre o início da febre 

Investigamos o possível efeito da inibição da NOS ou sGC no LC sobre o início da febre. Ratos 

não-anestesiados e não-confinados receberam uma microinjeção intra-LC de L-NMMA (25 nmol 

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

Investigamos em ratos febris, o possível efeito da inibição da síntese endógena de NO ou do 

aumento na biodisponibilidade deste mensageiro gasoso no LC. Ratos não-anestesiados e não-

confinados receberam uma microinjeção intra-LC de L-NMMA (25 nmol em 100 nl) ou NOC12 

(10 nmol em 100 nl) duas horas depois de receberem injeção ip de LPS.   

3.8.4. Efeito da microinjeção intra-LC de ODQ ou 8-Br-cGMP durante o curso da febre 

O possível efeito da inibição da síntese endógena de cGMP ou do aumento na biodisponibilidade 

deste mensageiro intracelular no LC foi avaliado em animais febris. Ratos não-anestesiados e 

não-confinados receberam uma microinjeção 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 injeção ip de LPS.  

3.8.5. Efeito da administração de LPS sobre as concentrações de NOx e cGMP no LC: 

abordagem ex vivo  

Avaliamos por meio deste protocolo se a administração de LPS afeta a síntese endógena de NOx 

e/ou cGMP no LC. Ratos não-anestesiados e não-confinados receberam injeção de LPS (100 

µg.kg−1, 1 ml.kg−1, ip) ou salina estéril (controle, 1 ml.kg−1, ip) uma ou duas horas e meia antes 

de serem decapitados. O encéfalo foi rapidamente retirado do crânio, congelado e processado 

como descrito acima. Amostras uni- ou bilaterais do LC foram processadas como mencionado 

anteriormente para dosar os níveis de cGMP ou NOx, respectivamente.  

3.9. Análise Estatística 

Todos os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). Os valores 

de Tb (ºC), plotados em intervalos de 5 minutos, estão mostrados como variações (∆) em relação 

aos valores basais (Tbi). A Tbi é a média dos últimos 30 minutos da Tb registrada durante o 
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período de estabilização (90 minutos) que precede o início dos experimentos. As concentrações 

de NOx e cGMP estão expressas, respectivamente, em picomoles e fentomoles por micrograma 

de proteína do tecido. As diferenças estatísticas entre as Tb (intra- e inter-grupos) foram 

analisadas por Modelo Misto Linear seguido pelo pós-teste de Fisher LSD, e as diferenças entre 

as concentrações de NOx e de cGMP pelo teste não-paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo 

pós-teste de Dunn. Os valores foram considerados significativos quando P < 0,05.  
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4. RESULTADOS 

4.1. Figura 1 

Desenhos esquemáticos de fatias coronais da ponte (PAXINOS & WATSON, 2005), 

dispostos sequencialmente (de cima para baixo: da porção mais próxima ao bregma à mais 

caudal), foram utilizados para mostrar a localização rostrocaudal dos centros das microinjeções 

intra-LC (representadas pelos círculos escuros) e peri-LC (representadas pelos círculos abertos) 

realizadas no presente estudo (Fig. 1). O trato do nervo facial (referência anatômica para a 

localização do LC) está indicado pelos asteriscos. O destaque ilustra uma fotomicrografia 

representativa de uma microinjeção intra-LC. O trajeto deixado pela inserção da cânula-guia 

através do cerebelo está indicado pelas letras ‘CG’ (cânula-guia). A seta aponta para o LC 

contralateral ao que recebeu a microinjeção. A área que representa a região da microinjeção 

intra-LC mostrada aqui é resultante da microinjeção de droga (100 nl) e corante (100 nl).  
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Figura 1. Desenhos esquemáticos de fatias coronais da ponte dispostos sequecialmente da região mais 
rostral do locus coeruleus (LC) para a mais caudal (10,20 mm caudal ao bregma, situada ao mesmo nível 
do trato do nervo facial, indicado pelos asteriscos). Os círculos escuros indicam a localização dos sítios de 
microinjeção intra-LC, e os círculos brancos estão representando os peri-LC. O destaque é uma 
fotomicrografia representativa de uma microinjeção intra-LC. A seta aponta para o LC contralateral 
àquele que recebeu a microinjeção (100 nl); no mesmo sítio também foi microinjetado corante (100 nl). 
CG: trajeto deixado pela cânula-guia. 4V: quarto ventrículo. 
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4.2. Efeito da microinjeção intra-LC de ODQ ou L-NMMA sobre a Tb em ratos eutérmicos 

Microinjeção intra-LC de ODQ (0,13 nmol em 100 nl), L-NMMA (25 nmol em 100 nl) ou 

seus respectivos veículos (100 nl) não causou nenhuma alteração significativa na Tb em animais 

eutérmicos que receberam ou não injeção ip de salina (P > 0,05, análises intra- e inter-grupos; 

Fig. 2, painéis superior e inferior). Estão mostrados no painel superior da Fig. 2 os grupos que 

receberam a microinjeção de ODQ (ou veículo) e não foram injetados ip com salina. Note que o 

procedimento de microinjeção, mas não o ODQ, causou uma pequena queda (não significativa) 

na Tb (painel superior da Fig. 2). No painel inferior, pode ser visto que a microinjeção de L-

NMMA não afetou a Tb; e, além disto, percebe-se também que a manipulação do animal, 

necessária para a aplicação ip de salina, praticamente não alterou este parâmetro. Isto se deve, 

muito provavelmente, ao fato da manipulação ter sido realizada com extremo cuidado e também 

porque a injeção era sempre aplicada com agulha de diâmetro reduzido, o que deve ter 

minimizado o estresse causado pela picada da agulha no abdome. 

Os valores das Tbi dos grupos não apresentaram diferenças estatísticas entre si (P > 0.09) e estão 

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 microinjeção intra-locus coeruleus (LC) de ODQ (0,13 nmol em 100 
nl) sobre a temperatura corporal interna (Tb) em ratos eutérmicos não-anestesiados e não-confinados que 
não foram manuseados após a microinjeção. Painel inferior: Efeito da microinjeção intra-LC de L-NMMA 
(25 nmol em 100 nl) sobre a Tb em ratos eutérmicos não-anestesiados e não-confinados que receberam 
uma injeção intraperitoneal (ip) de salina estéril (1ml.kg−1; cabeça de seta) 30 minutos após a 
microinjeção (seta). Os dados estão expressos como variações (∆) na Tb. Temperatura ambiente: 23ºC. 
Os valores são média e erro padrão da média. ( ) número de animais em cada grupo. Nenhuma diferença 
estatística foi encontrada entre os grupos (P > 0,05, análises intra- e inter-grupos, por Modelo Misto 
Linear seguido pelo pós-teste de Fisher LSD).  
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4.3. Efeito da microinjeção intra-LC de L-NMMA ou ODQ sobre o início da febre 

 Administração ip de LPS promoveu um aumento expressivo na Tb (a resposta febril ao 

LPS; Figs. 3, 4 e 5). A microinjeção de drogas (ou veículos, 100 nl; não mostrado) nas 

circunjacências do LC (peri-LC) não produziu nenhuma resposta significativa (Figs. 3, 4 e 5).  

Microinjeção intra-LC de L-NMMA (25 nmol em 100 nl) ou ODQ (0,13 nmol em 100 nl) 

30 minutos antes da administração de LPS prolongou significativamente a latência para o início 

da febre (F2,31 = 58,280; P < 0,001; e F2,28 = 7,6547; P = 0,001, respectivamente; Fig. 3). A 

resposta promovida pelo ODQ foi mais duradoura e de maior magnitude que aquela do L-

NMMA; é interessante notar que o ODQ, principalmente, não apenas retardou o início da febre 

como também causou uma redução na Tb (Fig. 3, painel inferior). 

Os valores das Tbi dos grupos não apresentaram diferenças estatísticas entre si (P > 0.09) e estão 

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 microinjeção (seta) intra-locus coeruleus (LC) de L-NMMA (painel superior; 25 nmol 
em 100 nl) ou ODQ (painel inferior; 0,13 nmol em 100) sobre o início da febre induzida por injeção 
intraperitoneal (ip) de lipopolissacarídeo (LPS; 100 µg.kg−1, 1 ml.kg-1; cabeça de seta) em ratos não-
anestesiados e não-confinados. Os dados estão expressos como variações (∆) na temperatura corporal 
interna (Tb). Temperatura ambiente: 23ºC. Os valores são média e erro padrão da média. ( ) número de 
animais em cada grupo. # e + P < 0,05 (vs. os respectivos grupos controles), por Modelo Misto Linear 
seguido pelo pós-teste de Fisher LSD. 
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4.4. Efeito da microinjeção intra-LC de L-NMMA ou NOC12 durante o curso da febre 

Em ratos febris, microinjeção intra-LC de L-NMMA (25 nmol em 100 nl) duas horas 

depois da injeção de LPS atenuou significativamente a febre (F2,24 = 120,71; P < 0,001), 

enquanto que o doador de NO (NOC12; 10 nmol em 100 nl) promoveu um aumento expressivo 

nesta resposta (F2,23 = 57,087; P < 0,001; Fig. 4). Note que as respostas promovidas por ambos 

(L-NMMA e NOC12) somente se tornaram significativas com o progresso da febre, i.e., depois 

que a Tb continua a aumentar, ao final do período de platô, em torno do período de transição da 

segunda para a terceira fase de uma resposta febril polifásica – aquela induzida por injeção ip de 

LPS na dose de 100 µg.kg-1, por exemplo.  

Os valores das Tbi não foram diferentes entre si (P > 0.09) e estão 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. NOC12, 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 microinjeção (seta) intra-locus coeruleus (LC) de L-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 injeção 
intraperitoneal (ip) de lipopolissacarídeo (LPS; 100 µg.kg-1, 1 ml.kg-1; cabeça de seta) em ratos não-
anestesiados e não-confinados. Os dados estão expressos como variações (∆) na temperatura corporal 
interna (Tb). Temperatura ambiente: 23ºC. Os valores são média e erro padrão da média. ( ) número de 
animais em cada grupo. # e + P < 0,05 (vs. os respectivos grupos controles), por Modelo Misto Linear 
seguido pelo pós-teste de Fisher LSD. 
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4.5. Efeito da microinjeção intra-LC de ODQ ou 8-Br-cGMP durante o curso da febre 

Em ratos febris, microinjeção intra-LC de ODQ (0,13 nmol em 100 nl) duas horas depois 

da injeção de LPS reduziu drasticamente a resposta febril (F2,24 = 81,969; P < 0,001), enquanto 

que, inversamente, o 8-Br-cGMP (22,4 nmol em 100 nl) causou uma resposta rápida (~ 30 

minutos após a microinjeção) e fulgás (~ 30 minutos de duração) de aumento (F2,22 = 50,020; P < 

0,001; Fig. 5). Note que o efeito produzido pelo ODQ, mais uma vez, foi não apenas de modular 

negativamente (como aquele observado com o L-NMMA), mas também de reduzir a febre. O 

retardo para a ocorrência do efeito observado com o ODQ, em relação ao 8-Br-cGMP, é 

explicado pelo fato do ODQ ser um inibidor enzimático, impedindo, pois, o processo de síntese 

do cGMP; diferentemente, o 8-Br-cGMP, um análogo do cGMP permeável à 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 interação com o 

microambiente (NOC12). Um fato que reforça tal explicação é o da resposta produzida pelo 8-

Br-cGMP ter sido relativamente rápida (~ 30 minutos após sua administração).  

Os valores das Tbi não apresentaram diferença estatística entre si (P > 0.09) e estão mostrados a 

seguir: 

1% DMSO, intra-LC: Tbi = 36.8 ± 0.2°C. ODQ, peri-LC: Tbi = 37.1 ± 0.2°C. ODQ, intra-LC: 

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 microinjeção (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 
injeção intraperitoneal (ip) de lipopolissacarídeo (LPS; 100 µg.kg-1, 1 ml.kg-1; cabeça de seta) em ratos 
não-anestesiados e não-confinados. Os dados estão expressos como variações (∆) na temperatura corporal 
interna (Tb). Temperatura ambiente: 23ºC. Os valores são média e erro padrão da média. ( ) número de 
animais em cada grupo. # e + P < 0,05 (vs. os respectivos grupos controles), por Modelo Misto Linear 
seguido pelo pós-teste de Fisher LSD.   
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4.6. Efeito da administração de LPS sobre as concentrações de NOx e cGMP no LC: 

abordagem ex vivo  

Os destaques na Fig. 6 são desenhos esquemáticos de fatia coronal da ponte extraídos de 

atlas estereotáxico (PAXINOS & WATSON, 2005), ilustrando a localização das regiões 

coletadas (círculos). Como representado no destaque do painel inferior, apenas uma amostra de 

cada fatia de 900 µm de espessura da ponte foi coletada (aleatoriamente, lado esquerdo ou 

direito) para a dosagem de cGMP.  

As concentrações ex vivo de NOx no LC obtidas 1,0 ou 2,5 h após a injeção ip de LPS 

(100 µg.kg-1, 1 ml.kg-1) ou salina estéril (1 ml.kg-1) foram diferentes entre os grupos estudados (P 

< 0,001). Não houve diferença estatística entre os grupos salina (salina 1,0 e 2,5 h; P > 0,7). A 

concentração de NOx 1,0 h após o tratamento com LPS não foi estatisticamente diferente das 

concentrações dos grupos salina (P > 0,5 vs. salina 1,0 e 2,5 h; Fig. 6, painel superior). No 

entanto, a concentração de NOx foi significativamente aumentada 2,5 h após 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±EPM) dos grupos estão mostrados a seguir:  

Grupos salina 1,0 e 2,5 h: 37,0±3,0 e 47,5±5,6 pmol.µg de proteína−1, respectivamente.  

Grupos LPS 1,0 e 2,5 h: 51,2±8,8 e 120,7±8,0 pmol.µg de proteína−1, respectivamente. 

Os resultados obtidos com o cGMP foram qualitativamente semelhantes àqueles do NOx. 

A concentração ex vivo de cGMP no LC também foi estatisticamente diferente entre os grupos 

estudados (P < 0,001). Não houve diferença estatística entre os grupos salina (salina 1,0 e 2,5 h; 

P > 0,8). Na dosagem realizada 1,0 h após a injeção de LPS, a concentração de cGMP no LC não 

apresentou diferença estatística em relação aos grupos salina (P > 0,4 vs. salina 1,0 e 2,5 h; Fig. 
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6, painel inferior). A maior concentração de cGMP foi obtida 2,5 h após a injeção de LPS, sendo 

esta significativamente maior que as concentrações 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±EPM) dos grupos estão mostrados a seguir:  

Grupos salina 1,0 e 2,5 h: 1,4±0,3 e 1,2±0,1 fmol.µg de proteína−1, respectivamente.  

Grupos LPS 1,0 e 2,5 h: 1,7±0,2 e 3,1±0,2 fmol.µg de proteína−1, respectivamente. 
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Figura 6. Efeito da injeção intraperitoneal (ip) de lipopolissacarídeo (LPS; 100 µg.kg-1, 1 ml.kg-1) ou 
salina estéril (1 ml.kg-1) sobre as concentrações 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) após a injeção (temperatura ambiente, 23ºC); os encéfalos foram 
imediatamente excisados do crânio, congelados em isopentano sobre gelo seco e armazenados a -70°C; 
fatias coronais da ponte (900 µm de espessura) foram obtidas em criostato sempre da porção 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 diâmetro externo), homogeneizadas e processadas para as dosagens, 
realizadas em aparelho dosador de concentração de nitrito/nitrato e por imunoensaio enzimático (cGMP). 
Os valores são média e erro padrão da média. Os destaques são desenhos esquemáticos de fatia coronal da 
ponte mostrando, por meio dos círculos, a localização das regiões coletadas (bilateralmente para 
nitrito/nitrato e unilateral para cGMP). VII: trato do nervo facial. * P < 0,05 (vs. os demais grupos), pelo 
teste não-paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn. 
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5. DISCUSSÃO 

 Os resultados do presente estudo mostram que a via NO-cGMP no LC exerce uma 

atividade pró-pirética, i.e., favorece o desenvolvimento da resposta febril, não apenas no início, 

mas também durante o período de platô (manutenção) da febre induzida por LPS; além disto, os 

dados obtidos na abordagem ex vivo indicam que a resposta febril é acompanhada por uma maior 

atividade da referida via no núcleo.  

Estas conclusões estão baseadas nos seguintes conjuntos de resultados: (i) o início da 

resposta febril ocorreu mais tardiamente quando a síntese endógena de NO ou cGMP foi inibida 

[microinjeção intra-LC do inibidor da NOS (L-NMMA) ou da sGC (ODQ) 30 minutos antes da 

injeção de LPS]; (ii) a febre foi atenuada quando da inibição da síntese endógena de NO ou 

cGMP (microinjeção intra-LC de L-NMMA ou ODQ 2,0 h depois da injeção de LPS); (iii) a 

resposta febril foi exacerbada quando a biodisponibilidade de NO ou cGMP foi aumentada 

[microinjeção intra-LC do doador de NO (NOC12) ou do análogo do cGMP (8-Br-cGMP) 2,0 h 

depois da injeção de LPS]; e (iv) a concentração ex vivo de nitrito/nitrato (metabólitos do NO 

comumente utilizados para se inferir a produção de NO) e cGMP aumentou significativamente 

no LC 2,5 horas depois da administração de LPS.   

Foi demonstrado que a administração sistêmica de LPS promove um aumento marcante 

no número de neurônios positivos para a proteína c-Fos no LC – proteína esta comumente 

utilizada como marcador de neurônios ativados (SAGAR et al., 1988) −, indicando que, 

sistemicamente, o LPS induz ativação de neurônios do LC (Xu et al., 2003) HARE et al., 1995). 

Considerando, portanto, o aparente envolvimento de neurônios do LC na febre (XU et al., 2003; 

HARE et al., 1995), um estudo realizado no nosso laboratório 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 lesão bilateral no LC, química ou eletrolítica, atenua a febre em ratos expostos a ambiente 

subtermoneutro e isotérmico (23°C; quando a febre é produzida a partir de aumento na 

termogênese no BAT), sugerindo que o LC, no estado febril, participa da via envolvida com a 

modulação da termogênese (ALMEIDA et al., 2004; ROMANOVSKY et al., 2005; 

NAKAMURA et al., 2002). Como mencionado na Introdução, em ambientes frios 

(subtermoneutros para ratos, 23°C) (ROMANOVSKY et al., 2002), o aumento na Tb é mediado 

por incremento na termogênese no BAT, não havendo a participação do componente simpático 

que controla o tônus vascular da pele da cauda; a cauda é a principal estrutura envolvida com a 

dissipação de calor em ratos e camundongos (ROMANOVSKY et al., 2002). Após o trabalho 

pioneiro de Almeida e colaboradores (2004), outros estudos (DA SILVA et al., 2007; 

RAVANELLI et al., 2007; SORIANO et al., 2010) e revisões (MEHLER & PURPURA, 2009; 

ROMANOVSKY et al., 2005), relacionados ao envovimento do LC na febre, foram realizados. 

A presença de neurônios (e células da glia) que expressam a NOS nas áreas 

imediatamente circunjacentes ao LC (Vincent & Kimura, 1992; Xu et al., 1994) e dentro LC (Xu 

et al., 1994; Ye et al., 1997; Cuellar et al., 2000) sugere a ocorrência de síntese endógena de NO 

na região do núcleo, dando respaldo experimental aos dados obtidos nos presente estudo. Estas 

evidências imunohistoquímicas corroboram achados de estudos in vivo: a administração 

intracerebroventricular (Hall et al., 1998) ou sistêmica (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 após a 

administração sistêmica de LPS, o NO produzido perifericamente não atua como molécula 

sinalizadora pirogênica para o encéfalo (STEINER et al., 2004); no MPO, particularmente, este 

mensageiro atua como inibidor da liberação de noradrenalina sobre os neurônios W (BLATTEIS, 
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2006; BLATTEIS, 2007; FELEDER et al., 2007) e também como supressor da indução 

aumentada da COX-2 em astrócitos (BLATTEIS, 2007), atenuando a febre. O grupo de pesquisa 

do Dr. Blatteis mostrou que a liberação de noradrenalina sobre os neurônios W inibe a frequência 

de disparos destes neurônios, causando, consequentemente, o aumento inicial (rápido) na Tb que 

é observado logo após o desafio imuno-inflamatório (BLATTEIS, 2006, 2007). No entanto, 

curiosamente, quando a inibição da NOS não é realizada especificamente na região da POA, o 

efeito observado é oposto àquele do trabalho de Feleder e colaboradores (FELEDER et al., 

2007): a administração 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 pró-pirético.  

Então, quando os dados existentes na literatura referentes à função do NO em núcleos 

integrantes da rede neural recrutada durante a febre (ROMANOVSKY et al., 2005) são 

confrontados entre si, pode-se perceber que o NO modula a atividade de determinados núcleos − 

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 funções opostas 

(pró- ou anti-piréticas) quanto ao seu efeito modulador sobre a resposta febril. Neste cenário, o 

presente estudo adiciona o LC como um dos núcleos onde o NO exerce uma atividade pró-

pirética. 

É interessante salientar aqui que o NO exibe atividade pró-pirética no LC e é anti-pirético 

na POA (STEINER et al., 2002; FELEDER et al., 2007). Parece ser bastante provável, 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 neurônios 
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(PINEDA et al., 1996; XU et al., 1998) e de modular a liberação 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 últimos anos, especialmente desde que Prast & Philippu (1992) demonstraram que o NO 

modula a liberação de neurotransmissores. Sabe-se que várias das ações exercidas pelo NO 

ocorre principalmente via estimulação da sGC, com o consequente aumento na concentração 

intracelular de cGMP, sinalizador (segundo mensageiro) responsável pela ativação da proteína 

quinase (cinase) dependente de cGMP (PKG), de canais iônicos 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 inibição in vivo da atividade da sGC no LC produziu respostas 

qualitativamente semelhantes àquelas observadas quando da inibição da NOS, e (ii) ambas as 

enzimas (NOS e sGC) foram significativamente estimuladas 2,5 h após a injeção de LPS. 

Estudos histoquímicos, moleculares e eletrofisiológicos corroboram os nossos achados. Estudos 

de hibridização in situ documentaram a presença de sGC estimulada por NO (Matsuoka et al., 

1992; Xu et al., 1998) e também de PKG do tipo II em neurônios do LC (el-Husseini et al., 

1995), indicando que o NO estimula a sGC e consequentemente a PKG no LC. Além disto, 

estudos eletrofisiológicos in vitro mostraram que o NO estimula a produção de cGMP em 

neurônios do LC (Xu et al., 1998), e que o 8-Br-cGMP (análogo do cGMP) exerce efeitos 

similares aos dos doadores de NO (Pineda et al., 1996; Xu et al., 1998). Assim, evidências 

experimentais corroboram os nossos achados que sugerem que os efeitos do NO sobre os 
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neurônios do LC – independente de ser predominantemente excitatório (Pineda et al., 1996; 

Torrecilla et al., 2007) ou inibitório (Xu et al., 1998) −, parecem ser mediados pelo cGMP.  

 Além da abordagem in vivo, investigamos ainda, por meio de uma abordagem ex 

vivo, se o NO e/ou o cGMP é/são estimulado(s) durante a febre. Vale mencionar que a curva 

resultante do ensaio imunoenzimático de cGMP que foi inicialmente realizado utilizando-se 

amostras bilaterais do LC não pôde ser sobreposta à curva padrão do ensaio devido à grande 

quantidade de cGMP no núcleo. Utilizamos, então, apenas uma amostra de cada animal ao invés 

de tentar ajustar a diluição recomendada pelo fabricante. Para ilustrar o alto nível de cGMP no 

LC, pode ser mencionado, por exemplo, que a região anteroventral do terceiro ventrículo 

(AV3V) (STEINER et al., 2002), que é uma região muito maior que o LC, apresenta uma 

concentração basal de cGMP muito próxima (~ 1,6 fmol de cGMP por µg de proteína 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 após a 

administração ip de LPS. Curiosamente, as comparações feitas entre as abordagens (in vivo e ex 

vivo), levando-se em consideração a Tb dos grupos controles – aqueles que receberam injeção de LPS 

e microinjeção de veículo no LC ou droga nas circunjacências deste núcleo (peri-LC) −, mostraram 

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

1,0 h após a administração de LPS, e (ii) que estes (concentrações de NOx e de cGMP e a Tb) 

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

indicando que a concentração elevada de NOx e cGMP no LC está associada à ocorrência da resposta 

febril. 

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

estudo) frente aos achados do nosso laboratório encontrados com o monóxido de carbono (CO) 



Fisiologia/FMRP/USP   60 
 

Soriano, RN 

(RAVANELLI et al., 2007), não podemos deixar de mencionar o fato de que a estimulação da 

sGC pode ter sido alternativamente mediada pelo CO, um estimulador relativamente fraco, em 

comparação com o NO, desta enzima (Cary et al., 2006).  

O monóxido de carbono (CO), outro mensageiro gasoso diatômico, estudado do ponto de 

vista toxicológico nos últimos 50 anos devido à sua ligação irreversível com a oxiemoglobina, 

também é capaz de modular a atividade neuronal (WILKINSON et al., 2009) por meio da 

estimulação da sGC (BRUNE & ULLRICH, 1987). Juntamente com o NO, tem sido mostrado 

que o CO está envolvido na regulação da potenciação a longo prazo no hipocampo, no 

relaxamento não-adrenérgico não-colinérgico (NANC) da musculatura lisa, na inflamação, na 

apoptose (MAINES, 1997). A síntese endógena de CO ocorre a partir da clivagem oxidativa da 

molécula heme, especificamente, por oxidação do carbono α-meso do anel de protoporfirina. A 

reação é catalisada pela enzima microssomal heme oxigenase (HO) – cuja distribuição é ubíqua, 

sugerindo que a síntese de CO pode ocorrer em todos os órgãos −, e gera quantidades 

equimolares de ferro (Fe2+) e biliverdina (MAINES, 1997). A biliverdina, por sua vez, é 

rapidamente reduzida à bilirrubina, molécula que interage com radicais livres do “milieu” 

intracelular, pela ação da biliverdina redutase, enzima citosólica que é funcionalmente acoplada à 

HO e que também requer NADPH como cofator (TENHUNEN et al., 1969). Assim como a 

NOS, a HO também depende de oxigênio e do agente redutor NADPH, e apresenta uma 

isoforma induzível (HO-1) − cuja expressão 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 potências são bastante diferentes. O 

NO é 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 constituída 
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por uma subunidade α e uma β. A subunidade β contém grupamento heme que se liga à proteína 

por meio da cadeia de imidazol (ImH) da histidina (His105), à qual está ligado um átomo de ferro 

(Fe-ImH) (HARTSFIELD, 2002). Tanto o NO quanto o CO se ligam a este átomo de ferro da 

sGC. A diferença quanto à potência em ativar a sGC tem sido atribuída ao fato do NO ser capaz 

de quebrar a fraca ligação Fe-ImH, resultando na formação de um heme nitrosil ferroso de baixo 

‘spin’ penta-coordenado (alteração conformacional) que aumenta enormemente a atividade da 

enzima. Por outro lado, quando o CO se liga ao átomo de ferro a ligação Fe-ImH permanece 

intacta e ocorre, pois, a formação de um complexo hexa-coordenado que aumenta apenas 

fracamente (4-6 vezes) a atividade da enzima (HARTSFIELD, 2002). 

Ainda é relativamente escasso o conhecimento acerca da associação complexa, dinâmica 

e adaptável que existe entre ambos os gases (NO e CO). Além de estimular a sGC com potências 

diferentes (Stone & Marletta, 1994; Cary & Marletta, 2001; Cary et al., 2006), sabe-se que 

existem outras particularidades que conferem diferenças importantes entre eles: localização 

(Verma et al., 1993), meia-vida biológica (Zhuo et al., 1993) e propriedades bioquímicas 

(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 última (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 catalítica da HO-2. 

Postula-se que a atividade do CO pode ser oposta, aditiva ou coincidente à do NO. Alguns 

autores têm considerado que a biodisponibilidade relativa destes gases (Ingi et al., 1996; Ryter et 

al., 2004; Botros & Navar, 2006) no microambiente (Hartsfield, 2002) e a expressão diferencial 

ou a quantidade relativa da proteína-alvo (sGC) no sítio de geração do gás (Mancuso et al., 1998) 
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são fatores determinantes de suas atividades em um dado sistema. Por exemplo, em neurônios de 

receptores olfatórios, que apresentam alta atividade da HO e são desprovidos de NOS neuronal, o 

CO desempenha uma função fundamental na produção de cGMP (Verma et al., 1993). No 

cerebelo, que tem ampla expressão de NOS, HO e sGC (VERMA et al., 1993), à 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 níveis de sGC são baixos (Mancuso et al., 1998), o NO 

(Steiner et al., 2002), mas não o CO (Steiner & Branco, 2002), parece estimular a síntese de 

cGMP.  

Estudos bioquímicos sugerem que a interação complexa que existe entre as vias NOS/NO 

e HO/CO é 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 

síntese de novo de RNA e proteína 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 não envolve aumento na 

síntese protéica de HO-1. Diante das discrepâncias de resultados, aspectos subcelulares, tais 

como (i) a presença de isoformas diferentes num mesmo sistema/célula estudado(a) e (ii) a 

concentração celular de HO versus NOS, parecem determinar o tipo de modulação que o NO 

pode exercer sobre a HO-1.  

Quando se trata da modulação exercida pela via HO/CO sobre a NOS/NO, o mecanismo 

parece ser mais claro. A NOS é uma hemoproteína do tipo citocromo P450 que requer 2 

moléculas heme em sua estrutura. Atividade aumentada da HO pode reduzir a biodisponibilidade 

de heme para a síntese de novo da NOS e possivelmente pode também degradar as moléculas 

heme localizadas no sítio ativo de NOS já formadas (MAINES, 1997). Tem sido considerado que 
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o ferro, liberado na degradação de heme, pode inibir a produção da NOS ao interferir com a 

transcrição nuclear desta enzima (MAINES, 1997). Conforme mencionado, a NOS e a HO 

requerem NADPH como cofator. A competição por elétrons pode ser adicionalmente deslocada a 

favor da via da HO pela ação 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 concentrações, o CO inibe a atividade da NOS e 

a geração de NO, enquanto que em baixos níveis intracelulares induz aumento na 

biodisponibilidade de NO por deslocá-lo de hemoproteínas (THOM et al., 1997; THORUP et al., 

1999).   

O terceiro membro da ‘família’ de moléculas que atuam como neurotransmissores 

gasosos, modulando a atividade celular, e que pode ter influência (interagir) sobre o sistema 

nitrérgico (e também do CO) é o sulfureto de hidrogênio, ou ácido sulfídrico (H2S). O H2S tem 

um odor típico, comparável ao de ovo em decomposição, de modo que intoxicação por H2S, 

diferente do NO e do CO, que são gases inodoros, é pouco provável ocorrer. A síntese endógena 

de H2S é catalisada a partir da L-cisteína pela enzima cistationina-β-sintase (CBS) e/ou pela 

cistationina-γ-liase (CSE), que podem atuar conjuntamente em muitos tecidos (WANG, 2002). A 

CBS é considerada a principal geradora do gás. Assim como a nNOS, a eNOS e a HO-2, a CBS é 

dependente de Ca+2/calmodulina e é sensível a alterações redox, sendo, portanto, inativada na 

presença de níveis elevados de peróxido de hidrogênio, NO e CO (MANCUSO et al., 2010). A 

ligação do CO à CBS é muito mais estável que a do NO, de modo que o CO é o principal gás 

endógeno capaz de regular a síntese de H2S por meio da sua interferência sobre a atividade da 

CBS; vale mencionar que há também a formação não-enzimática do H2S, considerada de menor 
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importância, e também que o NO é capaz de induzir a produção de H2S (MANCUSO et al., 

2010). Estudos mostram que o H2S está envolvido na regulação de muitas funções, como a 

potenciação a longo prazo do hipocampo, a nocicepção, a hiperpolarização neuronal, a 

estimulação de neurônios entéricos e os efeitos pró-secretórios relacionados, o relaxamento da 

musculatura lisa (MANCUSO et al., 2010). O gás tem sido considerado ser um ativador direto (i) 

da adenilil ciclase, (ii) de canais de potássio ativados por ATP, (iii) do sistema de proteína 

quinase ativado por mitógeno (MAPK), e (iv) de fator de transcrição (Nrf2), e, por meio destas 

vias, o H2S pode regular, respectivamente, a atividade neuronal, o relaxamento da musculatura 

lisa vascular, a proliferação celular e o equilíbrio oxidante/anti-oxidante (MANCUSO et al., 

2010). Outras ações biológicas deste gás dependem de sua interação com outros compostos 

gasosos. A sua ligação com o NO resulta na formação de um S-nitrosotiol inativo, reduzindo a 

sinalização mediada pelo NO; por outro lado, ao estimular a atividade da HO-1 − por meio da 

ativação do Nrf2, um ativador da HO-1 −, aumentando a produção de CO, o H2S pode, 

indiretamente, induzir a ativação da sGC ou da COX (MANCUSO et al., 2010).  

Sendo assim, considerando os vários aspectos acima mencionados, apesar do CO (e do 

H2S, indiretamente) também estimular a sGC, podendo potencialmente ter influenciado 

positivamente as respostas atribuídas 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 são opostas (anti-piréticas) àquelas observadas no presente estudo. O efeito oposto, apesar de 

intrigante, não foi completamente inesperado, uma vez que, como descrito, o NO, o CO e 

também o H2S exibem interações complexas entre si e com seus alvos intracelulares que podem 

resultar em efeitos múltiplos que variam dependendo do tipo de estímulo e da 

célula/tecido/organismo envolvidos. Assim, considerando que (i) os neurônios do LC apresentam 



Fisiologia/FMRP/USP   65 
 

Soriano, RN 

grandes quantidades de sGC/cGMP (Matsuoka et al., 1992; Xu et al., 1998); (ii) 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 razoável considerar hipoteticamente que no LC, pelo 

menos durante a inflamação sistêmica 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 não termos elementos para apontar as prováveis fontes de NO no presente 

estudo, especulamos que o NO pode estar sendo liberado de: (i) corpos celulares, dendritos, e/ou 

terminais de axônios dos escassos neurônios não-noradrenérgicos do LC que são positivos para a 

NOS e que estão esparsamente dispostos entre os numerosos neurônios noradrenérgicos e 

negativos para NOS do núcleo (XU et al., 1994); e/ou (ii) corpos celulares, dendritos e/ou botões 

sinápticos de neurônios positivos para a NOS (interneurônios da via neural de ativação do BAT) 

localizados em posição 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 

vizinhança.  

 Diante dos achados do presente estudo, parece razoável 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) neurônios do LC e/ou modular a liberação de neurotransmissores excitatórios (Xu et al., 

1994) e/ou inibitórios sobre este núcleo. E de que forma a suposta modulação exercida pelo NO-

cGMP sobre os neurônios do LC alteraria, então, a resposta febril? Em outras palavras, qual(is) 

núcleo(s) da via termogênica pirética teria(m) sua(s) atividade(s) alterada(s) como consequência 

da modulação do LC pelo NO-cGMP? 
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A resposta para esta pergunta, obviamente, exige experimentos específicos; mas, 

podemos especular aqui que a alteração na excitabilidade dos neurônios do LC e/ou a modulação 

da liberação de neurotransmissores sobre o LC − neurotransmissores estes que supostamente 

seriam determinantes para a ativação (ou inibição) do núcleo durante a resposta febril −, 

resultaria(m) em liberação aumentada (ou diminuída) de noradrenalina dos terminais axônicos 

dos neurônios do LC sobre pelo menos um(a) núcleo/estrutura da via neural envolvida com a 

termogênese do BAT (NAKAMURA et al., 2002; ROMANOVSKY et al., 2005), incluindo, 

possívelmente entre muitos outros, o MPO (TILLET et al., 1993; CASTAÑEYRA-PERDOMO 

et al., 1992) e a medula espinhal (PROUDFIT & CLARK, 1991; YAMAGUCHI & OKADA, 

2009; SAMUELS & SZABADI, 2008). A conexão com a medula espinhal poderia ser direta, do 

LC para os neurônios pré-ganglionares simpáticos da coluna intermediolateral (IML) 

(PROUDFIT & CLARK, 1991; YAMAGUCHI & OKADA, 2009; SAMUELS & SZABADI, 

2008), ou indireta, por meio da modulação da atividade de algum(ns) núcleo(s) que envie(m) 

projeções para os neurônios da IML ou para os pré-simpáticos da rRPa; as projeções do LC 

diretamente para a rRPa são bastante escassas (HERMANN et al., 1997). 

Surgiria, pois, uma próxima pergunta: O que ativaria, então, a participação do LC na via 

termogênica pirética? Mais uma vez, a devida resposta exige, evidentemente, investigação 

específica; porém, podemos considerar/mencionar aqui algumas das várias possibilidades; 

consideremos, ainda, que as possibilidades levantadas a seguir possam ser concomitantes. Uma 

possibilidade aparentemente plausível diz respeito ao envio de projeções (terminais axônicos) 

para o LC, oriundas de pelo menos um núcleo integrante da referida via, a fim de ativá-lo (ou 

inibi-lo). Os núcleos considerados como os melhores candidatos são aqueles que, sabidamente, 

enviam projeções 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 ativação dos neurônios do LC por núcleos indiretamente relacionados 

com a rede neural pirética ou por interneurônios que sejam ativados especialmente durante a 

resposta febril ao estímulo imuno-inflamatório. Pode ainda ser considerado como fator 

responsável pela suposta ativação do LC durante a febre o envolvimento de um mecanismo não-

neural de ativação do LC, ou seja, ativação do núcleo por algum(ns) mediador(es) típico(s) do 

processo imuno-inflamatório ou gerado(s) como consequência da inflamação. 
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6. SUMÁRIO  

 A inibição da síntese endógena de NO ou cGMP no LC, induzida 30 minutos antes da 

injeção de LPS, retardou o início da febre (aproximadamente 40 e 60 minutos, respectivamente). 

 A inibição da síntese endógena de NO no LC, induzida duas horas após o LPS, manteve a 

Tb em níveis relativamente mais baixos que aqueles dos grupos controles, o contrário ocorrendo 

quando da administração do doador de NO. 

 A inibição da síntese endógena de cGMP no LC, induzida duas horas após o LPS, reduziu 

significativamente a febre e a manteve em níveis estatisticamente mais baixos por aproximadamente 

70 minutos; inversamente, o análogo do cGMP promoveu um aumento significativo e relativamente 

fulgás (aproximadamente 35 minutos de duração). 

 A concentração ex vivo de NOx e cGMP no LC mensurada duas horas e meia depois da 

administração de LPS foi estatisticamente maior que aquelas dos demais grupos (i.e., grupos salina 1 

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

 

 

7. CONCLUSÕES 

 O sistema nitrérgico NOS-NO-sGC-cGMP no LC é crucial para o início da resposta febril 

induzida por desafio imuno-inflamatório.  

 O referido sistema também tem importância fundamental para a manutenção de um estado 

febril já instalado, estado este que é acompanhado por uma maior quantidade dos protagonistas (NO e 

cGMP) no LC. 
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