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RESUMO

E bem estabelecido, em dados de literatura, que os horménios sexuais
podem afetar as respostas inflamatéria e imune. Mulheres geralmente
demonstram ter maior reatividade imunolégica quando comparadas a homens,
uma vez que elas apresentam maior numero circulante de linfécitos T e
imunoglobulinas, sdo menos suscetiveis a infeccbes de origem bacteriana e
parasitaria. Porém, sdo as que mais sofrem de doengas relacionadas ao
sistema imunoldgico, como doengas autoimunes e dores cronicas. As
diferencas sexuais também podem afetar a resposta febril. Alguns estudos ja
demonstraram a influéncia dos horménios sexuais sobre a resposta febril
utilizando endotoxina bacteriana, denominado lipopolissacarideo (LPS) de
bactérias gram-negativas, como modelo de indugdo de febre em animais de
laboratério. Contudo, pouco se sabe a respeito da influéncia hormonal sobre as
respostas febris induzidas por outros padroes associados a patdgenos
(PAMPs), tais como o zimosan A (Zym) e o acido poli-inosinico:policitidilico
(Poli I:C) que representariam estimulos de origem fungica e Vviral,
respectivamente. Além disso, alguns estudos ja demonstraram, em machos,
que existem diferencas nas respostas febris induzidas por esses PAMPs em
relacado a liberagao de citocinas e mediadores centrais. Entre estas diferencas,
a endotelina-1 (ET-1) atua como mediador na resposta febril induzida por LPS
e Zym, mas nao por Poli I:C em machos. O objetivo desse estudo é investigar
se 0s hormonios sexuais afetam a resposta febril induzida por Zym e Poli I:.C e
o envolvimento de ET-1 como mediador central na resposta febril induzida por
LPS, Zym e Poli I:C em ratas Wistar fémeas. Os resultados revelaram que,
semelhantemente ao LPS, a resposta febril induzida por Zym (3 mg/kg, i.p.) e
Poli I1:C (300 pg/kg, i.p.) & significativamente maior em fémeas OVX quando
comparadas a fémeas falso-operadas. A suplementacado estrogénica (17p-
estradiol, 10 pg/kg, 5 d, s.c.) em ratas OVX reduziu as respostas febris
induzidas por Zym e Poli I:C. Ainda, a administracdo do antagonista de receptor
ETs, BQ788 (3 pmol, 2 pL), diminuiu a resposta febril induzida por LPS (50
Mg/kg, i.p.) somente em fémeas com ciclo estral normal, mas ndo em fémeas
OVX. A injecdo de BQ788 também n&o alterou as respostas febris induzidas
por Zym e Poli I:.C tanto em fémeas falso-operadas quanto em OVX. Esses
resultados sugerem que os hormdnios sexuais, particularmente o estrogénio,
reduzem a intensidade da febre induzida por Zym e Poli I:C, igualmente ao que
também ja foi relatado com a febre induzida por LPS em fémeas. A ET-1, assim
como em machos, participa como mediador na resposta febril por LPS somente
em fémeas falso-operadas, mas nao na resposta febril induzida por Zym ou
Poli I:C, independentemente da condigdo hormonal. Esses resultados reforgam
a existéncia da influéncia dos horménios sexuais femininos que possivelmente
modulam a resposta febril e demonstram que a resposta febril envolve
diferentes mediadores dependendo do agente patoléogico que a esteja
causando bem como da condi¢ao hormonal do individuo em que ela ocorre.

Palavras-chave: endotelina-1, estrogénio, diferengas sexuais, resposta imune



ABSTRACT

It is well established that sex hormones can affect the immune and
inflammatory response. Women generally show greater immunological reactivity
when compared to men, as they have a larger number of circulating T
lymphocytes and immunoglobulins, are less vulnerable to bacterial and parasitic
infections. However, they have a superior prevalence of autoimmune diseases
and chronic pain. These sex differences in immune response can also affect the
febrile response. Several studies have already demonstrated the influence of
sex hormones on the febrile response using bacterial endotoxin, such as
lipopolysaccharide (LPS) of gram-negative bacteria, as a model for inducing
fever in laboratory animals. However, little is known about the hormonal
influence on the febrile response induced by other pathogen-associated
molecular patterns (PAMP), such as zymosan A (Zym) and
polyinosinic:polycytidylic acid (Poly 1:C) that would represent stimuli of fungal
and viral origin, respectively. In addition, some studies have been shown, in
males, that are differences in the febrile response induced by these PAMPs in
relation to the release of cytokines and even central mediators. For instance,
endothelin-1 (ET-1), an important central mediator of LPS- and Zym-induced
fever, do not participate in the febrile response induced by Poly I:C in males.
The purpose of this study was to investigate if female sex hormones affect the
febrile response induced by Zym and Poly I:C and the involvement of ET-1 as a
mediator on fever induced by these PAMPs in females. The results revealed
that, similarly to LPS, the febrile response induced by Zym (3 mg/kg, i.p.) and
Poly I:C (300 ug/kg, i.p.) is significantly higher in ovariectomized (OVX) female
rats compared to sham-operated female rats. Estrogen replacement (17[3-
estradiol, 10 pg/kg, 5 d, s.c.) in OVX females reduced Zym and Poly I.C-
induced fever. In addition, the administration of the ETg receptor antagonist
BQ788 (3 pmol, 2 uL) reversed the febrile response induced by LPS (50 pg/kg,
i.p.) in cycling females but not in OVX females. BQ788 did not change the
febrile response induced by Zym or Poly I:C in both cycling and OVX females.
These findings suggest that female sex hormones, and particularly estrogen,
reduce the intensity of fever induced by Zym and Poly I:C, similarly as
described to LPS. ET-1, as well as in males, participates of the febrile response
induced by LPS in cycling females but not by LPS in OVX females, but not in
the febrile response induced by Zym or Poly I:C, regardless of hormonal
condition. These results reinforce the influence of female sex hormones in
modulating the febrile response and show that the febrile response in females
can involve different mediators depending on the agent that is causing it.

Keywords: endothelin-1, estrogen, sex differences, immune response
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1. INTRODUGAO

Diferencas sexuais e influéncias hormonais sobre o sistema imunolégico
sao bem conhecidas. Em comparagao aos homens, mulheres apresentam uma
resposta imune celular e humoral mais intensa, possuem maior numero de
linfécitos T circulantes, maiores niveis séricos de imunoglobulinas e sdo mais
resilientes a infeccdes causadas por bactérias e parasitas. Possivelmente, essa
maior reatividade do sistema imune feminino seja responsavel pelo fato das
mulheres apresentarem os maiores indices de doengas autoimunes, tais como,
artrite reumatoide, miastenia gravis, esclerose multipla e lupus eritematoso. No
caso do lupus, a proporgao € a mais desigual entre os sexos, de nove casos da
doenca em pacientes do sexo feminino para cada caso em pacientes do sexo
masculino (NGO et al., 2014; BOUMAN et al.,, 2005; PENNEL et al., 2012;
OERTELT-PRIGIONE, 2011). Além disso, outros parametros relacionados ao
sistema imunolégico também diferem entre os sexos. No caso da dor, por
exemplo, o processamento e a percepcao parecem diferir entre homens e
mulheres (MOGIL, 2020). Sorge e colaboradores (2015) demonstraram em
estudos conduzidos em camundongos, que a participagdo de células do
sistema imunologico na sinalizacdo do estimulo doloroso difere entre os sexos.
Enquanto em machos o processamento de dor parece depender de microglia,
em fémeas ha a participacao de linfécitos T a fim de desenvolver hiperalgesia
mecanica (SORGE et al.,, 2015). Essa diferengca pode, em partes, justificar o
fato de que as mulheres sdo mais sensiveis € menos tolerantes a dor e sdo as
que mais sofrem de dores cronicas relacionadas a fatores imunoldgicos, como
fibromialgia e migranea (SORGE E TOSTCH, 2017; DOYLE E MURPHY,
2017).

De mesmo modo, diferengcas sexuais também afetam o controle da
temperatura corporal e resposta febril. A temperatura corporal de mulheres
pode variar de 0,3 a 0,5°C dependendo da fase do ciclo menstrual. Além disso,
a ativacdo de mecanismos de perda de calor parece ser diferente entre
homens e mulheres, uma vez que mulheres expostas ao calor, por exemplo,
demoram mais tempo para iniciar o processo de sudorese e apresentam uma
quantidade menor de suor em comparagdao aos homens. Ademais, mulheres

apés menopausa geralmente demonstram transtornos relacionados a
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termorregulagdo, denominados ondas de calor que consistem em
vasodilatagao abrupta, suor e sensagao intensa de calor (KACIUBA-USCILKO
E GRUCZA, 2001). Em relagao a resposta febril, alguns estudos em animais ja
demonstraram que a febre induzida por endotoxina bacteriana é diferente entre
0s sexos, sendo que fémeas apresentaram uma resposta febril
significativamente menor em comparagédo aos machos (MURAKAMI E ONO,
1987; TAYLOR et al, 2005; ASHDOWN et al., 2006; BRITO et al., 2016).
Também foi relatado que fémeas apresentaram menor tempo de duracido de
sintomas relacionados a resposta febril, como letargia, ptose, encolhimento
corporal e piloerecdo, menores niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e maiores niveis circulantes de
citocinas anti-inflamatdrias, como a interleucina(lL-)10 e elevados niveis séricos
de glicocorticoides em comparagédo aos machos, apds desafio imunoldgico
(CAIl et al., 2016; TAYLOR et al., 2005). Todas essas diferencas sexuais
citadas até o presente momento séo justificadas pela influéncia dos horménios
sexuais. Brito e colaboradores (2016) demonstraram que ratas
ovariectomizadas (OVX) possuem uma resposta febril induzida por
lipopolissacarideo (LPS) mais intensa em comparacao a ratas falso-operadas
com ciclo estral normal (BRITO et al, 2016). Além disso, esses autores
demonstraram que ratas OVX que receberam tratamento persistente por 173-
estradiol tiveram redugdo significativa da resposta febril, demonstrando que
existe uma possivel regulacdo hormonal sobre a febre e que o estrogénio
parece desempenhar um importante papel sobre essa redugdo na resposta
febril (BRITO et al.,, 2016). A influéncia hormonal também ja foi relatada em
ratas prenhas, que apds a administracao de LPS, apresentaram supressao de
febre (MARTIN et al., 1995; ASHDOWN et al., 2006; FOFIE E FEWELL, 2003).

A resposta febril € definida como um aumento controlado da temperatura
corporal, iniciado a partir da elevagao do ponto de regulagdo da temperatura
corporal localizado no hipotdlamo, mais precisamente na area pré-optica do
hipotalamo anterior (PO/HA), em resposta a uma inflamagdo ou processo
infeccioso (KLUGER, 1991; ROTH E DE SOUZA, 2001; CANNON, 2011). Esta
resposta tem como objetivo estimular mecanismos de defesa do hospedeiro

através da reducgao de replicagao e eliminagado de micro-organismos invasores
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e também através do aumento da efetividade de células imunes (CANNON,
2011). Sua estimulagao e manutengao envolvem uma interagéao entre o sistema
imunoldgico e o sistema nervoso central (CANNON, 2001; EVANS et al., 2015).
A administragao de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli em animais de
laboratério € considerada um dos modelos classicos de inducédo de resposta
febril a fim de mimetizar o que ocorre em processos infecciosos de origem
bacteriana. A deteccdo de um processo infeccioso por células imunes inicia-se
a partir da ligagéo de padrées moleculares associados a patégenos (PAMP) a
receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) denominados receptores do
tipo Toll (TLR). Os receptores TLR reconhecem componentes estruturais de
micro-organismos, tais como bactérias, fungos e virus com o propdsito de
sinalizagao e ativagao de respostas inflamatdrias. Podem estar localizados na
membrana plasmatica ou em compartimentos intracelulares dependendo do
tipo de receptor TLR recrutado (MILLER et al., 2005). O LPS estimula
receptores do tipo TLR4 em células da imunidade inata, especialmente
macrdéfagos, iniciando uma via de transdugéo de sinal através de cascata de
quinases que leva a ativagdo transcripcional do fator nuclear (NF-kB) e
consequentemente a indugcdo da sintese/liberacdo de citocinas proé-
inflamatdrias que atuam levando a mensagem do local de inflamacgéao/infecgao
a area PO/HA culminando na promogéao de resposta febril (GAY et al., 2006;
KLUGER, 1991). Dentre as citocinas identificadas que atuam sobre a resposta
febril encontram-se as IL-183, IL-1a, IL-6, IL-8, TNF-a, interferons 8 e vy, fator
quimiotatico para neutrdéfilos induzido por citocinas 1 (CINC-1 ou quimiocina
CXCL1), ligante do receptor-ativador de NF-kB (RANKL), proteina inflamatéria
de macrofago (MIP)-1a (quimiocina CCL3) e MIP-1B (quimiocina CCL4) e fator
de agregacéo plaquetaria (PAF) (BASTOS-PEREIRA et al., 2014; DINARELLO
et al., 1988; HANADA et al., 2009; KLUGER, 1991; MINANO et al., 1996;
SOARES et al., 2008; STEINER E ROMANOVSKY, 2015; ZAMPRONIO et al.,
2015; ZAMPRONIO et al., 1994), sendo que algumas delas parecem ser
geradas diretamente no sistema nervoso central (RANKL, CXCL1, CCL3)
enquanto outras podem ser geradas perifericamente. Uma vez geradas, essas
citocinas levariam a sintese/liberagdo de mediadores pirogénicos centrais como
prostaglandinas E,, D, e Foq (COELHO et al., 1993; GAO et al., 2009; MILTON,
1989), fator liberador de corticotrofina (CRF) (ROTHWELL, 1989), opiodides
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enddgenos (FRAGA et al., 2008), substancia P (SP) (REIS et al., 2011),
endotelina-1 (ET-1) (FABRICIO et al., 1998) e endocanabindides enddgenos
(FRAGA et al., 2016) resultando em um reajuste do termostato hipotalamico
que passaria a controlar a temperatura corporal a niveis acima de 36,5 — 37°C.
Esse aumento de temperatura corporal se deve a desinibicdo de regides
caudais hipotalémicas responsaveis pela indugdo de mecanismos de produg&o
e retengao de calor, tais como vasoconstricdo periférica, ativacdo de tecido

adiposo marrom e tremor muscular (CANNON, 2011).

Como mencionado anteriormente, o modelo mais utilizado para o estudo
da resposta febril em animais € a administracao intraperitoneal de LPS. Porém,
existem outros modelos de indugao de resposta febril menos explorados, como
a administracdo de Zimosan A (Zym) e de acido poli-inosinico: policitidilico (Poli
I:C) nos quais quando comparados ao LPS, os mediadores centrais e
mecanismos relacionados a resposta febrii sdo menos conhecidos,
especialmente quando se trata de fémeas. O Zym é um complexo proteina-
carboidrato derivado de parede celular de fungo (Saccharomyces cerevisiae)
grandemente utilizado como ferramenta laboratorial em experimentagdo animal
na inducdo de condi¢des inflamatorias como, por exemplo, artrite. O Zym é
reconhecido por células de defesa do hospedeiro através de sua ligagdo a
receptores TLR2, que se dimeriza com receptores TLR6, sendo também
utilizado em menores propor¢des, para fins de mimetizar uma inducao de
resposta febril de origem fungica (KANASHIRO et al., 2009; JIANG et al., 2013;
BASTOS-PEREIRA et al., 2017). Por sua vez, o Poli I:.C é um analogo sintético
de RNA de dupla cadeia, estrutura conhecida como sendo exclusivamente
viral, reconhecida por células da imunidade inata por receptores TLR3 e
bastante utilizada como modelo em animais a fim de mimetizar uma infecgao
aguda por virus e indugcdo de resposta febril de origem viral (GUHA-
THAKURTA E MAJDE, 1997; TRAYNOR et al., 2004; MEYLAN E TSCHOORP,
2006; BASTOS-PEREIRA et al., 2014; FLANNERY et al., 2018). A importancia
de se estudar outros tipos de PAMPs, além do LPS, se deve a particularidade
das respostas inflamatdrias induzida por eles. Nosso grupo demonstrou
recentemente, em ratos machos, que a administragdo de LPS, Zym e Poli |.C

possui similaridades na inducdo da liberacdo de determinadas citocinas



17

inflamatdérias como IL-1B, TNF-a e IL-6, porém, o padrao de liberacédo e o
tempo em que ocorrem apds a injecdo do PAMP pode ser diferente. Além
disso, a resposta febril induzida por LPS aparenta ser mais intensa, e também,
a liberacao de determinados tipos de citocinas, como INF-y, e a participacao de
determinados tipos de mediadores centrais também é diversa, culminando em
diferentes perfis de respostas febris induzidos nos animais (BASTOS-PEREIRA
etal.,, 2014; BASTOS-PEREIRA et al., 2015).

Em relagdo aos mediadores centrais envolvidos na resposta febril, as
prostaglandinas desempenham um papel principal na participagdo da indugao
de febre, sendo as mais estudadas e mais importantes sobre esse aspecto,
consideradas como principal alvo terapéutico dos medicamentos antitérmicos.
Sao derivadas a partir do acido araquidénico (advindo de fosfolipideos de
membrana celular) e sintetizadas através da acdo da enzima ciclooxigenase
(COX). A enzima COX possui duas isoformas, sendo a COX1 considerada
constitutivamente expressa em varios tipos de células em diferentes tecidos,
enquanto a COX2 é constitutivamente expressa em certas regides e sua
expressao € induzida por condi¢cdes inflamatorias e cancer. Além da COX,
existem outras enzimas que participam na formagao de prostaglandinas, entre
elas a PGE sintase 1 (mPGES-1), responsavel pela formacdo de PGE; e a
lipocalina sintase PGD (L-PGDS) formando PGD,. Ambas, COX2 e mPGES-1,
expressas em células endoteliais cerebrais sao importantes para indugao da
resposta febril, por sintetizarem prostaglandinas a nivel cerebral, entretanto,
sabe-se que prostaglandinas formadas perifericamente também podem induzir
febre, através do 6rgao vascular da lamina terminal (OLVT), uma regido mais
permeavel da barreira hemato-encefalica e envolvida na geragdo de febre
(MITCHELL E KIRKBY, 2019; ENGBLOM et al., 2003; LAZARUS et al., 2007;
USHIKUBI et al., 1998; SIMM et al., 2016). A participacdo de PGE; e do
receptor EP3 sdo essenciais para a indugdo de febre. O receptor EP; é
expresso no nucleo pré-optico mediano (MnPO), considerada a area
hipotalamica mais sensivel as agdes pirogénicas de PGE, (LAZARUS et al,,
2007; SCAMMELL et al., 1996). Os neurbnios que expressam receptores EP;
no MnPO sao neurdnios inibitérios gabaérgicos que inibem vias descendentes

responsaveis pelo aumento da temperatura corporal. Ao serem ativados, os
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receptores EP3; que sao acoplados a proteina Gi, inibem neurbnios
gabaérgicos, promovendo desinibicdo de vias descendentes, tais como o
hipotadlamo dorso medial (DMH) e rafe bulbar rostral (RMR), estimulando
respostas de producao e retencdo de calor através de vasoconstricao cutanea
e ativagao de tecido adiposo marrom (NAKAMURA, 2011). Dados referentes a
outros mediadores centrais que participam da resposta febril como a ET-1, por

exemplo, sdo mais escassos.

A ET-1 é o principal membro da familia das endotelinas, formada a partir
da clivagem de pré-pré-endotelina, que posteriormente origina um peptideo
intermediario denominado pré-endotelina. A ET-1 é sintetizada pela acao da
enzima conversora de endotelina sobre a pro-endotelina (STELLA, 1997).
Conhecida por sua potente agao vasoconstritora, também atua como
importante mediador inflamatério por aumentar permeabilidade vascular,
aumentar a expressao de moléculas de adesao ao endotélio, bem como induzir
degranulacao celular. Exerce suas fungdes através de sua ligacdo com
receptores acoplados a proteina G, denominados ETa e ETg. Ambos
receptores induzem aumento de Ca?* intracelular, advindo primariamente do
meio extracelular, através de mecanismos voltagem-independente por canais
de calcio operado por receptores (receptor-operated channels) e canais de
calcio operados por reserva (store-operated channels). Além disso, ET-1 induz
sinalizagao através da ativacao (ETa) ou inibicdo (ETg) de via adenilato ciclase.
ETa medeia principalmente vasoconstricdo arterial, enquanto ETg pode induzir
vasodilatagcdo de artérias ou vasoconstricdo de vasos. A vasoconstricdo via
ETs parece ser mais proeminente em veias (YANAGISAWA et al., 1988;
HOUDE et al.,, 2016). ET-1 tem importante relagdo com a patogénese de
doencas que envolvam processos inflamatérios, como asma, sepse e
hipertensdo pulmonar. Além disso, estimula a produgdo de citocinas proé-
inflamatoérias como IL-1B, IL-6, TNF-a (FABRICIO et al, 1998). Em 1998,
Fabricio e colaboradores identificaram, pela primeira vez, a participagao de ET-
1 como mediador central sobre resposta febril, uma vez que além do fato de
que a injegao intracerebroventricular (i.c.v.) de ET-1 induzir, per se, febre, a
resposta febril induzida por LPS, em machos, foi atenuada apés injegao i.c.v.

do antagonista de receptor ETg, BQ788, e nao foi reduzida apds administragéao
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do antagonista de receptor ETa, BQ123, demonstrando que, possivelmente,
somente o receptor ETg estaria envolvido na geragdo de resposta febril
(FABRICIO et al., 1998). Estudos posteriores demonstraram que, apesar de
ET-1 aumentar os niveis de prostaglandinas a nivel central, o tratamento com
inibidores de COX nao alterou a resposta febril induzida por ET-1, sugerindo
que a indugao de febre por ET-1 é independente da acao de prostaglandinas
(FABRICIO et al., 2006). Outros estudos também evidenciaram a atividade
pirogénica de ET-1 (FRAGA et al., 2016; SOARES et al., 2008; FRAGA et al.,
2008; BRITO et al, 2020). Portanto, compilando dados reportados em
literatura, baseados em estudos conduzidos em machos, sobre regulacéo da
resposta febril, sugere-se que hajam duas vias importantes na inducado de
febre, sendo elas: as vias dependente e independente da producdo de
prostaglandinas. A via dependente de producdo de prostaglandinas seria
ativada apos a sintese/liberagao de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-183,
IL-6 e TNF-a e quimiocinas que estimulariam a sintese/liberacdo de PGE,,
PGF,, e CRF. Por sua vez, a via independente de produgéo de prostaglandina
estaria relacionada com a sintese/liberacéo do fator pirogénico pré formado por
macrofagos (PFPF) e quimiocinas que estimulariam a sintese/liberacéo de ET-

1 e opidides endbégenos, conforme demonstrado na Figura 1.
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Figura 1: Vias centrais relacionadas a indugao de resposta febril. O lado esquerdo
da figura demonstra a via dependente de produgdo de prostaglandinas, iniciada a partir da
sintese/liberagéo de IL-1p3, IL-6, TNF-a e quimiocinas (CCL5, CCL22 e CXCL1) com posterior
estimulacao da liberagcdo de PGE,, PGF,, e CRF. O lado direito da figura demonstra a via
independente da producao de prostaglandinas, iniciada a partir da sintese/liberagdo de PFPF e
quimiocinas (CXCL8, CCL3 e CCL4) que levariam a sintese/liberacao de ET-1 e opiodides
endogenos. As linhas tracejadas representam as vias que n&o foram investigadas. (Adaptado

de Zampronio et al., 2015)

Bastos-Pereira e colaboradores demonstraram recentemente, em
machos, que ET-1 participa como mediador central na resposta induzida por
Zym, assim como ocorre com a indugao de resposta febril por LPS, e nao
participa da resposta febril induzida por Poli I:C, uma vez que a administragéo
i.c.v. de BQ788 né&o foi capaz de reduzir a temperatura febril dos animais
(BASTOS-PEREIRA et al., 2015; BASTOS-PEREIRA et al., 2017). Assim, fica
claro que diferentes tipos de PAMPs, utilizados com o propdsito de mimetizar
diferentes origens de patogenos, podem produzir diferentes mediadores e,

portanto, diferentes respostas febris.



21

O estudo das vias envolvidas em respostas febris induzidas por
diferentes PAMPs ¢é importante porque além de nos proporcionar o melhor
entendimento dos mecanismos complexos que estdo relacionados a inducao
da resposta febril, pode nos permitir controla-la de maneira mais eficaz
dependendo da origem do processo infeccioso e também ajudar no
desenvolvimento de novas terapias medicamentosas antipiréticas, uma vez que
os antipiréticos utilizados sao majoritariamente drogas anti-inflamatérias nao
esteroidais (AINES) que atuam sobre a enzima COX a fim de inibir a sintese de
prostaglandinas. Essa abordagem terapéutica, apesar de bastante eficaz,
possui suas limitagcbes dependendo da origem da condigao patologica, como
no caso de doencas negligenciadas, tais como dengue e malaria, por exemplo.
Além disso, a maior parte dos estudos sobre resposta febril € executada em
machos. Uma vez que os hormdnios sexuais podem influenciar aspectos
relacionados a farmacocinética e farmacodindmica de medicamentos, mulheres
sdo as que mais sofrem com reacdes adversas de medicamentos por quase
nao serem incluidas em estudos clinicos e pré-clinicos (FRANCONI et al.,
2007).

Assim, o presente estudo tem o objetivo de investigar se os hormonios
sexuais femininos, especialmente o estrogénio, influenciam a resposta febril
induzida por Zym e Poli I:.C em fémeas. Também, considerando a distingdo do
envolvimento de ET-1 na participagdo da resposta febril induzida por Zym e
Poli I:C em machos, avaliamos a participacdo de ET-1 como mediador central
na resposta febril induzida por LPS, Zym e Poli I:C em fémeas e se essa

participacdo pode estar sob influéncia dos horménios sexuais femininos.



22

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta febril induzida por Zym e Poli I:C em ratas falso-
operadas e OVX a fim de verificar possiveis influéncias hormonais
(estrogénicas) sobre essas respostas e também avaliar a participagao de
endotelina-1 como mediador central na resposta febril induzida pelos PAMPs:
LPS, Zym e Poli I:C.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar as respostas febris induzidas por Zym e Poli I:C em ratas
falso-operadas e OVX.

e Avaliar se o tratamento persistente por 17p-estradiol em ratas OVX
modifica as respostas febris induzidas por Zimosan e Poli |:C.

e Avaliar a participagdo de ET-1 como mediador central nas respostas
febris induzidas por LPS, Zym e Poli I:C em fémeas falso-operadas e
OVX.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, fémeas
com 60 dias de idade, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas
da Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos em condigdes
controladas de temperatura (21 £ 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro: 12
h), com livre acesso a ragao e agua e agrupados em um numero maximo de 5
animais por caixa. O numero (n) amostral de animais utilizados para a
execucao deste trabalho foi obtido através de calculo estatistico pelo programa
GPower. Os experimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica
em Uso Animal (CEUA) sob o numero de aprovagdo 1192 e pelo Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
3.2. Drogas

e 17B-estradiol-3-benzoato (10 pg/kg s.c., Sigma Aldrich, St Louis, EUA);
Acido poli-inosinico: policitidilico (Poli I:C) (300 ug/kg i.p., Sigma Aldrich,
St Louis, EUA).

e BQ-788 (3 pmol/2uL i.c.v, Sigma Aldrich, St Louis, EUA);

e Cetamina (90 mg/kg i.p, Syntec, Sao Paulo, BR);

e Cetoprofeno (10 mg/kg i.p., Medley, Sado Paulo, BR);

e |soflurano (BioChimico Ind. Farm, LTDA., Rio de Janeiro, BR);

e Lipopolissacarideo (LPS) (50 ug/kg i.p., Sigma Aldrich, St Louis, EUA);

e Oxitetraciclina (400 mg/kg i.m., Pfizer, Sdo Paulo, BR);

e Solucao injetavel de lidocaina a 2% e noradrenalina 1:50000 (Cristalia
Prod. Quim. Farm. LTDA, Sao Paulo, BR);

e Xilazina (10 mg/kg i.p., Syntec, Séo Paulo, BR);

e Zimosan A (Zym) (3 mg/kg i.p., Sigma Aldrich, St Louis, EUA);

3.3. Ovariectomia

A fim de estudar as influéncias hormonais, realizamos o procedimento

de retirada dos ovarios dos animais (ovariectomia) com o propdésito de indugéo
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de menopausa (redugao de niveis séricos de hormdnios sexuais femininos), de
acordo com lwasa e colaboradores (2014). Para tanto, os animais foram
pesados e anestesiados com cetamina/xilazina (90/10 mg/kg, i.p.). A seguir, 0s
procedimentos de tricotomia e assepsia foram realizados na regido ventral
desses animais, para posterior laparotomia de aproximadamente dois
centimetros na linha mediada. As trompas foram atreladas a um fio de sutura,
os ovarios foram isolados e retirados ap6és ligadura, e por fim, a incisao foi
suturada. As fémeas falso-operadas passaram pelo mesmo procedimento de
laparotomia na regido ventral, porém, suas trompas e ovarios ndao foram
manuseados. Os animais receberam oxitetraciclina (400 mg/kg, i.m.) durante a
execucao do procedimento cirurgico como profilaxia e cetoprofeno (10 mg/kg,
i.p.) durante e apdés um dia do procedimento a fim de minimizar desconfortos.
Trés semanas depois, foi realizado o procedimento de lavagem vaginal, de
acordo com Marcondes e colaboradores (2002), em fémeas ovariectomizadas
a fim de comprovacgao do anestro (auséncia de horménios sexuais femininos) e
também nas fémeas falso-operadas para comprovacado de que permaneceram
com ciclo estral normal. O lavado vaginal foi efetuado através da utilizagdo de
uma pipeta com ponteira de plastico contendo 10 uL de solugao salina (cloreto
de sddio a 0,9%). A ponteira foi introduzida no orificio vaginal e a solugéo foi
injetada, aspirada e depositada sobre Iamina para microscépio para posterior
visualizagéo e analise. A avaliagdo do lavado vaginal foi realizada em todas as
fémeas, com antecedéncia de trés dias do experimento consecutivamente, e
ap6s a realizagcdo do experimento. As fémeas ovariectomizadas que
apresentaram alteragdo de seu lavado vaginal, ou fémeas falso-operadas que
nao apresentaram ciclo estral normal (estagnacdo em uma fase determinada

do ciclo) foram excluidas desse estudo.

3.4. Implante do registrador remoto de temperatura e avaliagdo da temperatura

abdominal

Com antecedéncia de uma semana dos experimentos, fémeas falso-
operadas e ovariectomizadas foram anestesiadas com cetamina/xilazina (90/10
mg/kg, i.p.) para implantacdo dos registradores remotos de medida de
temperatura corpérea (Subcue Dataloggers, Calgary, Canada). A implantagéo

consistiu em tricotomia e assepsia de pele e posterior incisdo de pele e de
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musculatura para inser¢gao desses registradores (DE SOUZA et al., 2002). Os
registradores foram previamente programados para iniciar as respectivas
leituras de temperatura corporea dos animais no dia do experimento,
comecando sempre as 7h da manha e finalizando 6h apds a injegdo do
pirdgeno exogeno. Para implantagdo, os registradores obtiveram seus pontos
de conexdo com o computador vedados com silicone biocompativel e
passaram por processo de assepsia, sendo imersos em agua sanitaria 10% por
no minimo uma hora antes da execugdo da cirurgia nos animais.
Posteriormente, foram imersos em solucdo salina estéril imediatamente a
implantacdo na cavidade abdominal dos animais. Apds colocagdo dos
registradores, os animais receberam oxitetraciclina (400 mg/kg, i.m.) durante a
execucao do procedimento cirdrgico como profilaxia e cetoprofeno (10 mg/kg,
i.p.) durante e um dia apdés a cirurgia para minimizagdo de desconforto

proveniente do processo cirurgico.
3.5. Implante de canula intracerebroventricular

A cirurgia de implante de cénula para injecéo intracerebroventricular foi
realizada com o propédsito de administragdo do antagonista de receptores ETg,
BQ788. Executada sob mesmo procedimento anestésico descrito acima e
realizada juntamente com a cirurgia de implante de registradores remotos de
medicdo de temperatura, canulas de aco inoxidavel, preparadas a partir de
agulhas descartaveis foram moldadas em dimensdes de 0,8 mm de didametro
externo e 15 mm de comprimento e implantadas estereotaxicamente no
ventriculo lateral direito dos animais de acordo com as coordenadas de 1,6 mm
lateral a linha média, 1,5 mm posterior ao bregma e 2,5 mm sob a superficie do
cérebro, com barra incisal a 3,3 mm abaixo do zero horizontal (PAXINOS E
WATSON, 2006).

Para tanto, apds tricotomia e assepsia de pele, os animais foram
imobilizados no aparelho estereotaxico (David-Kopf, modelo 900 — EUA) e
receberam 0,1 mL de solugéo de lidocaina com noradrenalina, aplicada por via
subcutédnea na parte superior do crénio, a fim de diminuicdo de sangramento
local. Em seguida, foi realizada uma incisao resultando na exposi¢ao da calota

craniana, remocgao do periésteo e localizagao do bregma. A partir do bregma, a
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canula foi implantada de acordo com as coordenadas anteriormente citadas.
Apés instalagdo da canula, sua fixagdo foi realizada utilizando prétese de
acrilico auto-polimerizavel, com auxilio de um parafuso de ago inoxidavel
implantados na calota craniana. E apés secagem do acrilico, um mandriu foi
introduzido na canula para evitar seu entupimento, sendo retirado as 7h da
manha, no dia do experimento. Os animais que apresentaram entupimento de
canula e consequentemente, ndo obtiveram o recebimento da droga, foram

excluidos desse estudo.
3.6. Protocolos experimentais

O ganho de massa corporal de fémeas falso-operadas e OVX foi
calculado a partir da diferenga de massa apresentada por fémeas no dia da
execugao da cirurgia de ovariectomia e da massa apresentada por fémeas um
dia antes do experimento de febre. A determinacao de variagao de temperatura
consistiu em, no dia anterior ao experimento, colocar os animais numa sala
aclimatada na temperatura de 28 + 2°C, considerada temperatura de
termoneutralidade para ratos (GORDON, 1990) e manté-los nessa temperatura
até o fim do experimento. Entre as 9 e 11h da manha, apdés duas horas do
inicio dos registros de temperatura, os animais receberam por via
intraperitoneal, os estimulos pirogénicos Zym (Saccharomyces cerevisiae, 3
mg/kg, i.p.), Poli I:C (300 ug/kg, i.p.) ou LPS (Escherichia coli, 50 pg/kg, i.p.) e
animais controle receberam somente salina. As dosagens administradas foram
escolhidas de acordo com estudos anteriores em nosso laboratorio, utilizando
as doses capazes de induzir respostas febris sub-maximas (BASTOS-
PEREIRA et al., 2014; BASTOS-PEREIRA et al., 2015; BRITO et al., 2016).
ApOs 6h, os animais foram eutanasiados com isoflurano, os registradores foram
retirados da cavidade abdominal e os dados coletados no computador. A média
das temperaturas basais dos animais foi calculada através da medida de quatro
temperaturas anteriores a aplicagao de qualquer estimulo pirogénico e utilizada
com o propésito de calcular a variagao de temperatura dos animais durante o
experimento. Animais que apresentaram temperaturas corporais basais
inferiores a 36,7°C ou superiores a 37,5°C foram excluidos desse estudo. O
delineamento experimental referente a essa etapa foi realizado conforme

Figura 1.
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Figura 2: Linha do tempo referente a primeira etapa dos experimentos.

Em uma segunda etapa, conforme demonstrado na Figura 2, a fim de
avaliarmos a influéncia do estrogénio sobre a resposta febril, f€meas OVX
receberam tratamento persistente por 17B-estradiol (10 pg/kg, s.c., por dia)
durante 5 dias antes do experimento e animais controle receberam somente o
veiculo (6leo de amendoim). Foi realizado lavado vaginal para comprovagao de
que ratas suplementadas estavam com niveis elevados de estrogénio. Apos o
tratamento, as fémeas foram submetidas ao experimento de inducdo de
resposta febril e receberam as mesmas doses de Zym e Poli |:C descritas
anteriormente ou 0 mesmo volume de salina via intraperitoneal e a temperatura

corporal foi avaliada durante 6h.

Injecao s.c. 17p-estradiol

Implante l Injegao i.p.
registrador v Zym/Poii i:C

o

Q
<
>

| 1 || | | 1 || 1
21 22 23 24 25 26 27 28

© ==

Dias
Figura 3: Linha do tempo referente ao tratamento persistente por 17B-estradiol.

Posteriormente, conforme Figura 3, avaliamos a participagdo de ET-1
como mediador central na resposta febril induzida por Zym, Poli I:C e LPS em
fémeas falso-operadas e OVX. Ratas receberam um tratamento prévio com
antagonista de receptores ETg, BQ788 (3 pmol, 2pL, i.c.v.) ou 0 mesmo volume
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de salina e apés 30 minutos receberam os estimulos pirogénicos: Zym, Poli |:C,

LPS ou veiculo via intraperitoneal e a resposta febril foi avaliada por 6h.

Injegdo i.c.v. BQ788

Estereotaxia + + Injecao i.p.
OVX/Sham implante registrador  LPS/Zym/Poli I:C
L ] ]
1 1 1
0 21 28

Dias

Figura 4: Linha do tempo referente ao tratamento prévio utilizando BQ788.

3.7. Analise estatistica

Dados referentes a temperatura corporal basal e ganho de massa
corporal foram analisados por teste t de Student. Por sua vez, dados referentes
a resposta febril foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) de medidas
repetidas por duas vias (Two-way) seguida de teste de Bonferroni para
comparagoes multiplas. Todos os resultados foram expressos utilizando-se
meédia + desvio padrao da meédia, analisados pelo programa GraphPad Prism 6

software (San Diego, CA) e o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo de ganho de massa corporal entre ratas falso-operadas e

ovariectomizadas

A Figura 4 apresenta a comparagao do ganho de massa corporal entre
fémeas falso-operadas (sham) e ovariectomizadas (OVX). Conforme
demonstrado, ratas OVX obtiveram um ganho de massa superior as ratas
sham, trés semanas ap0s a execugao da cirurgia de ovariectomia. A média do
ganho de massa de ratas sham foi de 9,543 + 1,296 g enquanto a média do
ganho de massa de ratas OVX foi de 32,24 + 2,216 g. Houve diferencas
significativas por teste t de Student (F2g 29 = 2,925, p<0,0001).
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Figura 5: Ganho de massa corporal entre ratas falso-operadas e ovariectomizadas. Os
animais foram pesados anteriormente a execugao da cirurgia de ovariectomia e um dia antes
da realizacao do experimento de febre (n = 30). Os dados estédo representados como média +
e.p. da média do ganho de peso (g). * diferenca em relagdo ao grupo falso-operado (sham),

considerando p < 0,05.
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4.2. Avaliacdo da temperatura corporal basal entre ratas falso-operadas e

ovariectomizadas

A avaliacdo da temperatura corporal basal dos animais foi realizada de
acordo com a Figura 5. O grafico de dispersao apresentado demonstra a
diferenca nas temperaturas basais, ou seja, a média de quatro medi¢cdes de
temperaturas (intervalos de 15 min) antes da realizagdo de qualquer
tratamento, de ratas falso-operadas (sham) e ratas OVX. Apesar das
temperaturas estarem dentro da faixa de temperatura considerada normal (36,7
a 37,5°C), ratas OVX obtiveram temperaturas basais mais elevadas em
comparacgao as ratas falso-operadas, antes da execugao dos experimentos. A
média das temperaturas basais dos animais sham foi de 37,14 £ 0,03°C e dos
animais OVX foi de 37,30 £ 0,02°C. Houve diferengas significativas por teste t
de Student (Feg 60 = 1,627, p<0,0001).
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Figura 6: Temperatura corporal basal de ratas falso-operadas e ovariectomizadas. Os
animais foram submetidos a cirurgia de implante de registradores de temperatura trés semanas
apos a cirurgia de ovariectomia. Os registradores foram programados para iniciarem a leitura
das temperaturas corporais dos animais uma semana apos a cirurgia de implantagéo, as 7h da
manha. A temperatura basal dos animais foi avaliada durante 1h, em intervalos de 15 min,
antes da administragdo de qualquer estimulo pirégeno. Os dados representam a dispersao da
média de quatro temperaturas basais (°C) de cada um dos animais (n= 70). * diferenca ao

grupo falso-operado (sham) considerando p < 0,05.
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4.3. Avaliagao da resposta febril induzida por Zym e Poli I:C entre ratas falso-

operadas e ovariectomizadas

A injecao intraperitoneal de salina ndo alterou a temperatura corporal
dos animais. Por sua vez, a administracdo de Zym provocou resposta febril em
ambos os grupos (sham e OVX). A resposta febril induzida por Zym em ratas
falso-operadas teve inicio em 1h e 45 min apdés a administragdo do PAMP,
atingiu valores maximos em 3h e teve duracdo até 5,5h. Entretanto, a
administracdo da mesma dosagem de Zym em ratas OVX induziu uma
resposta febril mais intensa nesses animais, que também se iniciou em 1h e 45
min apos injecao do PAMP, atingiu valores maximos em 3h, porém teve
duracédo até o fim do experimento (6h). Diferengas significativas entre as
respostas febris de sham e OVX foram observadas no pico das respostas, ou
seja, entre 2h e 40 min a 3h e 45 min (Figura 6), com efeitos significativos para
a interagao por ANOVA (F72,1152= 17.15, p<0.0001).

—O— Sham - Salina —{1} OVX-Salina
—@— Sham -Zym —- OVX-Zym

Variagcao da temperatura (°C)

Tempo (h)

Figura 7: Resposta febril induzida por zimosan em ratas falso-operadas e
ovariectomizadas. Os animais receberam Zym (3 mg/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de salina
(animais controle) e a temperatura foi avaliada por 6h. Os dados estdo representados como
média + e.p. da média da variacdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=10-12).
*diferenga aos respectivos grupos controle salina considerando p<0,05. #diferenca em relagéo
ao grupo controle Sham-Zym considerando p<0,05.
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Em relagdo ao Poli I:C, sua administragdo via i.p. induziu resposta febril
em ambos 0s grupos, sendo que ratas sham obtiveram uma resposta febril que
se iniciou em 1h e 15 min e duracédo de 5h. Por sua vez, ratas OVX obtiveram
uma resposta febril mais elevada em comparacgao as ratas sham, que também
se iniciou em 1h e 15 min, atingiu niveis maximos em 3h, porém teve duracgéo
até o final do experimento (6h). ANOVA relevou efeitos significativos para a
interagdo (F72,792= 4.149, p<0.0001) e as diferengas significativas entre as
respostas febris apresentadas pelos grupos foram observadas comparando os
picos das respostas, ou seja, nos tempos de 2,5h a 4h apds inje¢ado do PAMP
(Figura 7).

—O— Sham - Salina {1 OVX-Salina
—€— Sham-Polil:C —- OVX-Polil:C
1.5' % *
* * %

Poli I:C

Variagao da temperatura (°C)

-1 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Figura 8: Resposta febril induzida por acido poli-inosinico: policitidilico em ratas falso-
operadas e ovariectomizadas. Os animais receberam Poli I:.C (300 pg/kg, i.p.) ou 0 mesmo
volume de salina (animais controle) e a temperatura foi avaliada por 6h. Os dados estédo
representados como média + e.p. da média da variagdo da temperatura corporal (°C) dos
animais (n=10-12). *diferenga aos respectivos grupos controle salina considerando p=<0,05.

#diferenga em relagdo ao grupo controle Sham-Poli I:C considerando p<0,05.
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4.4. Efeito do tratamento persistente por 17(3-estradiol sobre a resposta febril

induzida por Zym e Poli I:C em ratas falso-operadas e ovariectomizadas

A administracdo de ambos os veiculos, 6leo de amendoim e salina, ndo
foram capazes de alterar a temperatura corporal dos animais. O tratamento
persistente por 17B-estradiol, per se, ndao alterou a temperatura basal dos
animais (dados demonstrados por estudos anteriores realizados pelo nosso
grupo). A injegao i.p. de Zym provocou resposta febril em ambos os grupos.
Fémeas OVX tratadas com o veiculo (6leo de amendoim) apresentaram
resposta febril com inicio de 2h apds a aplicagdo do PAMP, atingindo niveis
maximos as 3h e com duracado de até 6h. O tratamento persistente por 17[3-
estradiol reduziu a resposta febril de ratas OVX, que também iniciou-se em 2h,
porém teve duragao de somente 4h e 45 min apds a aplicagédo de Zym. ANOVA
revelou efeitos significativos para a interagao (Fss744= 7.736, p<0.0001). As
respostas febris apresentadas pelos grupos diferiram nos tempos de 2h e 45

min a 5h e 15 min (Figura 8).

—O— OVX-Veiculo -Salina —l- OVX-E,-Zym
-3 OVX-Veiculo -Zym

Variagao da temperatura (°C)

-1 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Figura 9: Efeito do tratamento persistente por 17B-estradiol sobre a resposta febril
induzida por zimosan em ratas ovariectomizadas. Os animais OVX foram submetidos ao
tratamento persistente utilizando 17B-estradiol (E,, 10 ug/kg, s.c.) ou 0 mesmo volume de
veiculo (6leo de amendoim) durante cinco dias. Um dia apdés o término do tratamento, os
animais receberam Zym (3 mg/kg, i.p.) ou o0 mesmo volume de salina (animais controle) e a

temperatura foi avaliada por 6h. Os dados estao representados como média £ e.p. da média da
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variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=10-12). *diferenca ao grupo controle
(veiculo-salina) considerando p<0,05. #diferenca em relacdo ao grupo OVX-Veiculo-Zym

considerando p<0,05.

Em relacdo ao Poli I:C, sua administragcdo também foi capaz de induzir
resposta febril em ambos os grupos. Fémeas OVX tratadas com veiculo (6leo
de amendoim) obtiveram uma resposta febril que teve inicio 1h e 45 min apés
injecdo do PAMP e com duracao de 6h. O tratamento persistente por 17[3-
estradiol foi capaz de reduzir a resposta febril apresentada por OVX, uma vez
que apesar de iniciarem ao mesmo tempo, a duracao foi de somente 5h e 15
min. ANOVA revelou efeitos significativos para a interagao (F4s744= 7.314,
p<0.0001). As respostas febris entre os grupos diferiram nos tempos de 2h e

45 min a 4h apos injecéo de Poli I:C (Figura 9).

—O— OVX -Veiculo - Salina —- OVX-E,-Polil:C
{1 OVX-Veiculo - Poli I:C

Variagao da temperatura (°C)

-1 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Figura 10: Efeito do tratamento persistente por 17B-estradiol sobre a resposta febril
induzida por acido poli-inosinico: policitidilico em ratas ovariectomizadas. Os animais
OVX foram submetidos ao tratamento persistente utilizando 17B-estradiol (E,, 10 pyg/kg, s.c.) ou
o mesmo volume de veiculo (6leo de amendoim) durante cinco dias. Um dia apds o término do
tratamento, os animais receberam Poli I:C (300 pg/kg, i.p.) ou o mesmo volume de salina
(animais controle) e a temperatura foi avaliada por 6h. Os dados estdo representados como
média + e.p. da média da variacdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=10-12).
*diferenga ao grupo controle (veiculo-salina) considerando p<0,05. #diferenca em relagéo ao
grupo OVX-Veiculo-Poli I:C considerando p<0,05.
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4.5. Participacao de ET-1 como mediador central na resposta febril induzida por

LPS em ratas falso-operadas e ovariectomizadas

A figura 10 apresenta o efeito da injecéo i.c.v. do antagonista de receptor
ETgs, BQ788, na resposta febril induzida por LPS em ratas falso-operadas
(sham) e OVX. A administracdo per se de BQ788, ndo foi capaz de alterar a
temperatura corporal dos animais. A aplicacdo i.p. de LPS induziu resposta
febril em ambos os grupos, sendo que fémeas sham apresentaram uma
resposta febril que se iniciou em 2h, com duragao até o final do experimento
(6h), enquanto ratas OVX obtiveram uma resposta febril que se iniciou em 1h e
45 min, com duracido de 6h. Como esperado, a resposta febril provocada por
LPS foi mais elevada em ratas OVX quando comparadas com ratas sham. O
pré-tratamento utilizando BQ788 foi capaz de reduzir a resposta febril,
somente, de ratas sham (Figura 10A). ANOVA revelou efeitos significativos
para a interacdo (F4s504 = 6.334, p<0.0001). Diferengas significativas nas
respostas febris entre fémeas sham que receberam veiculo ou BQ788 foram
observadas nos tempos de 3h e 15 min e entre 4,5h e 5h e 45min. Por sua vez,
o pré-tratamento utilizando BQ788 n&o foi capaz de surtir efeito sobre a
resposta febril induzida por LPS em ratas OVX (Figura 10B). ANOVA revelou

efeitos significativos para a interacao (F4s,744= 14.43, p<0.0001).
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Figura 11: Efeito do tratamento por BQ788 sobre a resposta febril induzida por
lipopolisacarideo em ratas falso-operadas e ovariectomizadas. Os animais foram
submetidos a injecéo i.c.v. de BQ788 (3pmol/ 2uL) ou o mesmo volume de salina. Apos 30
minutos, os animais receberam LPS (50 pg/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de salina e a
temperatura foi avaliada por 6h. Os dados estdo representados como média * e.p. da média da
variacao da temperatura corporal (°C) dos animais (n=8). *diferenca em relagdo ao grupo
controle considerando p<0,05. #diferenca em relagdo ao grupo Sham-Veiculo-LPS

considerando p<0,05.
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4.6. Participacao de ET-1 como mediador central na resposta febril induzida por

Zym entre ratas falso-operadas e ovariectomizadas

A Figura 11 demonstra o efeito da administracdo do antagonista de
receptor ETg, BQ788, sobre a resposta febril induzida por Zym em ratas falso-
operadas (sham) e OVX. A injegdo i.c.v. de BQ788 nao foi capaz de alterar a
temperatura corporal dos animais. Como esperado, a aplicagéo i.p. de Zym foi
capaz de induzir resposta febril em ambos os grupos, sendo que ratas OVX
obtiveram uma resposta febril mais elevada em comparacéo as ratas sham. O
pré-tratamento com BQ788 nao foi capaz de reduzir a resposta febril tanto de
ratas sham (Figura 11A) quanto de ratas OVX (Figura 11B). ANOVA revelou
efeitos significativos para a interagédo no experimento de fémeas sham (Fas 55,=
2.827, p<0.0001) e também no experimento de fémeas OVX (Fas504= 6.139,
p<0.0001).
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Figura 12: Efeito do tratamento por BQ788 sobre a resposta febril induzida por zimosan
em ratas falso-operadas e ovariectomizadas. Os animais foram submetidos a injegéo i.c.v.
de BQ788 (3pmol/ 2uL) ou 0 mesmo volume de salina. Apds 30 minutos, os animais receberam
Zym (3 mg/kg, i.p.) ou o mesmo volume de salina e a temperatura foi avaliada por 6h. Os
dados estao representados como média + e.p. da média da variagdo da temperatura corporal

(°C) dos animais (n=8). *diferenca em relacao ao grupo controle considerando p<0,05.



39

4.7. Participacao de ET-1 como mediador central na resposta febril induzida por

Poli I:C em ratas falso-operadas e ovarietomizadas

A Figura 12 apresenta o efeito da administragcdo do antagonista de
receptor ETg, BQ788, sobre a resposta febril induzida por Poli I:C em ratas
falso-operadas (sham) e OVX. A injecdo i.c.v. de BQ788 per se n&o alterou a
temperatura corporal dos animais. A aplicagao i.p. de Poli I:C culminou em
resposta febril em ambos os grupos. O pré-tratamento utilizando BQ788 nao foi
capaz de reverter a resposta febril tanto de ratas sham (Figura 12A) quanto de
ratas OVX (Figura 12B). ANOVA revelou efeitos significativos para a interacao
no experimento de fémeas sham (Fass504= 2.802, p<0.0001) e também no
experimento de ratas OVX (Fas504= 4.444, p<0.0001).
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Figura 13: Efeito do tratamento por BQ788 sobre a resposta febril induzida por acido

poli-inosinico: policitidilico em ratas falso-operadas e ovariectomizadas. Os animais

foram submetidos a injecéo i.c.v. de BQ788 (3pmol/ 2uL) ou 0 mesmo volume de salina. Apds

30 minutos, os animais receberam Poli I:C (300 ug/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de salina e a

temperatura foi avaliada por 6h. Os dados estao representados como média + e.p. da média da

variagdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n=8). *diferenga em relagdo ao grupo

controle considerando p<0,05.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que a resposta febril induzida por Zym e
Poli I:C é significativamente maior em ratas OVX quando comparadas com
ratas ciclando randomicamente e esse aumento na temperatura febril pode
estar sob influéncia de hormébnios sexuais femininos, especialmente o
estrogénio. Além disso, também demonstramos que ET-1 participa como
mediador da resposta febril induzida por LPS somente em ratas falso-operadas
ciclando randomicamente, mas nao em ratas OVX. ET-1 ndo participa como
mediador central na resposta febril induzida por Zym e por Poli |:C, tanto em
ratas falso-operadas quanto em ratas OVX. Primeiramente, avaliamos se a
ovariectomia alterou parametros como temperatura corporal basal e ganho de
massa. A cirurgia de ovariectomia é uma técnica utilizada como modelo
experimental de indugcdo de menopausa, consistindo na interrupcdo da
liberacdo dos horménios sexuais femininos, tais como o estrogénio e a
progesterona. Sabe-se que o0s horménios sexuais estdo envolvidos na
regulacdo do metabolismo, apetite, homeostase energética, peso corporal e
distribuicao de tecido adiposo, portanto, a menopausa acarreta alteracdes
fisiolégicas que podem impactar negativamente a qualidade de vida de
mulheres (IWASA et al., 2018). Além de provocar os chamados “calorées” que
sao caracterizados por vasodilatac&o transitéria, suor, palpitagdes e sensagdes
de forte calor, o periodo pés-menopausa (climatério) também pode levar a um
aumento de ganho de massa e o surgimento de condigbes patolégicas como a
osteoporose (OPAS et al., 2004; JONES et al., 2019; IWASA et al., 2018). A
ovariectomia induziu um maior ganho de massa corporal nos animais e
também levou a um aumento da temperatura basal de fémeas. Esses
resultados validam que a execug¢do do modelo de menopausa foi realmente
efetiva. Alguns estudos ja demonstraram que ratas OVX obtém maior ganho de
massa (IWASA et al.,, 2018; MABA, 2018) e que realmente ha aumento da
temperatura basal de fémeas apds ovariectomia, mesmo dentro da faixa de
temperatura considerada normal (36,5 — 37,5°C) (BRITO et al., 2016; OPAS et
al., 2004). Por conta disso, os resultados comparando as temperaturas febris

dos animais apos desafio imunolégico sdo expressos em diferengca de



42

temperatura, a fim de evitar a influéncia da temperatura basal dos animais

sobre a avaliagao da temperatura febril.

O perfil de resposta febril induzida por Zym e Poli I:C é relativamente
bem descrito em estudos anteriores, porém, pouco se sabe sobre a resposta
febril induzida por esses PAMPs em fémeas (BASTOS-PEREIRA et al., 2014;
BASTOS-PEREIRA et al, 2015, BASTOS-PEREIRA et al, 2017;
DANGEREMBIZI et al., 2018; FLANNERY et al., 2017). Bastos-Pereira e
colaboradores realizaram, em machos, estudos para determinar a curva de
dose de Zym e Poli I:.C a fim de determinar qual seria a menor dosagem que
culminasse em uma resposta febril efetiva. As doses utilizadas neste trabalho
estdo de acordo com os dados reportados por Bastos-Pereira e colaboradores,
que determinaram as dosagens de 3 mg/kg e 300 pg/kg para Zym e Poli I:C,
respectivamente. Os autores ainda verificaram que a febre induzida por Zym
em machos iniciou-se em 2h, com pico de temperatura febril de 1,5°C as 3h e
duracdo de 4h apds a administragcdo do PAMP. Em relacdo ao Poli I:C, a
resposta febril iniciou-se as 2h, teve seu pico de 1,2°C as 3h e duracéo de 4h
apds sua administracao via i.p.. Os resultados sdo bastante semelhantes,
inclusive em relacao aos perfis das respostas febris, comparando-se machos e

fémeas.

Alguns estudos, utilizando LPS como modelo de inducéo de febre,
verificaram que a resposta febril de fémeas ciclando é reduzida comparando-se
com machos (MURAKAMI E ONO, 1987; ASHDOWN et al., 2006; BRITO et al.,
2016; TAYLOR et al., 2005; CAl et al., 2016). Além disso, a ovariectomia foi
capaz de causar aumento da resposta febril em fémeas apos a inje¢cao de LPS
tanto por vias de administragao i.p. (BRITO et al., 2016) quanto por i.c.v.
(IWASA et al, 2013; IWASA et al, 2014). Brito e colaboradores ainda
verificaram que a resposta febril induzida por LPS em ratas OVX é semelhante
a resposta febril induzida por LPS em machos. Esses dados sugerem que a
febre esta sob influéncia dos hormdnios sexuais e que os horménios sexuais
femininos podem ser responsaveis pela redugao da febre em fémeas ciclando.
Como mencionado anteriormente, demonstramos que as inje¢des i.p. de Zym e
Poli I:C em fémeas ciclando randomicamente causaram perfis similares de

respostas febris apresentados por machos. Comparando-se efetivamente os
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dados reportados por Bastos-Pereira e colaboradores e os dados obtidos neste
trabalho, verificamos que a resposta febril induzida por Zym obteve uma menor
duracdo em machos (2h) em relacéo as fémeas (3h e 45 min), porém, o pico da
resposta febril foi maior em machos (1,5°C) em comparagao a fémeas (1,3°C).
Da mesma forma, a resposta febril induzida por Poli I:C também demonstrou
redugdo na permanéncia do estado febril em machos (2h) em relagao a fémeas
(3h e 45 min), porém atingindo pico de temperatura febril menor em fémeas
(0,7 °C) em comparagao aos machos (1,2°C). Dessa forma, sugerimos que a
resposta febril induzida por Zym e Poli I:C também parece ser menor em

fémeas, assim como ocorre com a inducao de febre por LPS.

Além disso, de forma semelhante ao que foi observado em estudos
prévios por Brito e colaboradores, a ovariectomia aumentou a intensidade da
resposta febril em fémeas. Até onde sabemos, esse € o primeiro estudo que
demonstra diferengas entre as respostas febris induzidas por Zym e Poli I:C em
fémeas falso-operadas e ovariectomizadas. Esses resultados mostram que,
igualmente ao que ocorre com a resposta febril de origem bacteriana (induzida
por LPS), a resposta febril de origem fungica e de origem viral também s&o
reduzidas em fémeas falso-operadas em comparagdo a fémeas
ovariectomizadas. Esses resultados sugerem que essas diferencas na
intensidade dessas respostas podem estar relacionadas com a auséncia de
horménios sexuais femininos que ocorrem em fémeas OVX. Esse € um dado
importante, uma vez que aumenta as possiveis evidéncias de que os
horménios sexuais femininos modulam negativamente a resposta febril
induzida por qualquer tipo de PAMP, e que ainda, ha a possibilidade de que a
intensidade de febre seja maior em mulheres durante a menopausa. As
consequéncias de temperaturas febris mais elevadas em mulheres na

menopausa precisam ser melhor estudadas.

Dando continuidade, alguns estudos demonstraram que fémeas OVX
apresentam maiores niveis hipotalamicos de citocinas pro-inflamatdrias tais
como IL-1B, TNF-a e IL-6 (IWASA et al., 2013), maior expressdo de COX-2 e
aumento na sintese de prostaglandinas quando comparadas com fémeas falso-
operadas (BRITO et al, 2016). O aumento dos niveis hipotalamicos de

prostaglandinas € provavelmente considerado a principal razdo pela qual
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fémeas OVX apresentem maiores temperaturas febris. Estudos ja
demonstraram que as citocinas pro-inflamatorias citadas acima e
prostaglandinas estao envolvidas na resposta febril induzida por Zym e Poli |:C
em machos (BASTOS-PEREIRA et al., 2014; BASTOS-PEREIRA et al., 2015;
BASTOS-PEREIRA et al., 2017). Por essa razao, € plausivel sugerir que,
similarmente ao que ocorre com a indugao de resposta febril por LPS, a sintese
e liberagdo desses mediadores estdo sob controle de hormdnios sexuais
independentemente do estimulo ser de origem bacteriana (LPS), fungica (Zym)

ou viral (Poli I:C).

Porém, um estudo conduzido por Flannery e colaboradores (2017) nao
observou diferencas entre as respostas inflamatoérias entre machos e fémeas
ao avaliar a expressao de RNAm de TNF-a e interferons no hipotalamo e em
relacao a intensidade da resposta febril. Esses resultados sao opostos aos que
esse trabalho propde, uma vez que sugerem que 0s horménios sexuais
femininos nao interferem na sintese/liberagcdo de mediadores ou citocinas na
resposta febril induzida por Poli I:C. Essa discrepancia pode ser explicada pelo
fato de que a dose utilizada por Flannery et al., (2017) é muito maior que a
dose que utilizamos para esse estudo, o que poderia produzir respostas supra
maximas. E necessaria a execucdo de mais estudos que comparem
efetivamente as respostas febris induzidas por Poli I:C entre machos e fémeas
para esclarecer melhor esses achados. A dificuldade de encontrar estudos em
literatura que discutam melhor as diferencas sexuais sobre as respostas febris
se deve ao fato de que a maior parte dos estudos pré-clinicos € executada em
machos, com a justificativa de que o ciclo estral de fémeas pode trazer
variabilidade de resultados indesejada. Porém, uma série de estudos e analises
vem demonstrando que essa hipdtese ndo é uma justificativa plausivel, uma
vez que machos também apresentam fontes especificas de variabilidade, como
comportamentos de dominancia e agressividade. Levando essa questdo em
consideragdo, orgaos de financiamento governamentais internacionais
implementaram politicas especificas que exigem a integragdo de fémeas e
estudos que levem em consideragao diferengas sexuais na execugado de
estudos pré-clinicos em paises como Canada, Estados Unidos e alguns paises
europeus (MOGIL, 2020; ZUCKER E BUCKER, 2010).
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Com o intuito de confirmar a possivel influéncia hormonal sobre a
resposta febril induzida por Zym e Poli |:C, fémeas OVX receberam tratamento
persistente por 17B-estradiol durante 5 dias. De acordo com o que
esperavamos, o tratamento foi capaz de reduzir a resposta febril induzida por
Zym e Poli I:.C em fémeas OVX. Esses resultados sugerem que ha participagéo
de estrogénio na redugao da resposta febril induzida por Zym e Poli I:C que foi
verificada em fémeas ciclando, assim como foi observado por Brito e
colaboradores utilizando LPS. Alguns estudos ja demonstraram que a
suplementacédo hormonal pode levar a diferencas na resposta imune de fémeas
OVX. Mouihate e Pittman (2003) verificaram que ratas OVX que receberam
tratamento utilizando estrogénio e progesterona apresentaram temperaturas
febris menores em comparagdo com fémeas que receberam somente o
veiculo. Outro estudo que teve por objetivo avaliar se a exposi¢ado neonatal por
LPS alteraria a resposta febril de fémeas adultas e se os hormbnios sexuais
femininos estariam envolvidos nessas possiveis alteragdes, os autores
verificaram que fémeas OVX que receberam suplementacdo hormonal
estrogénica tiveram redugdo na resposta febril apdés serem novamente
expostas ao desafio imunolégico por LPS (SAIA et al., 2011). Dados sobre
suplementacao hormonal influenciando a febre induzida por Zym e Poli I:C sao
escassos. Porém, corroborando com os resultados apresentados por esse
trabalho, Schneider et al. (2019) demonstrou que a suplementagao estrogénica
em fémeas OVX que receberam injecao intra-articular de Zym com o intuito de
induzir inflamagao articular (modelo animal de inducéo de artrite) obtiveram
reducdo na formagcdo de edema, no recrutamento de neutréfilos e também
reducado dos niveis de TNF-a local. Robinson et al., (2011) verificou que fémeas
OVX que receberam tratamento com estrogénio tiveram diminuicdo de
hipotermia e indices de mortalidade apdés administracdo de PR8/H1N1
(influenza A) quando comparadas com fémeas falso-operadas e OVX. A
influéncia do estrogénio sobre o sistema imunoldgico € bem estabelecida na
literatura. Em baixas doses, o estrogénio pode estimular a produgdo de
citocinas pro-inflamatorias e respostas do tipo Th1 (relacionadas com indugéo
de proliferacdo de linfocitos TCD4 e TCD8 e também com o aumento da
capacidade citotoxica de TCD8), enquanto em doses mais elevadas, o
estrogénio pode estimular respostas anti-inflamatdrias, reduzindo a produgéo
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de citocinas pro-inflamatérias e estimulando respostas do tipo Th2
(favorecendo a produgdo de anticorpos e estimulando a ativagao de
eosindfilos) (STRAUB, 2007; MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Além disso, as
agdes anti-inflamatérias do estrogénio, mediadas por receptores nucleares
denominados ERa e ERB (MORANI, WARNER E GUSTAFSSON, 2008) séo
capazes de inibir a atividade transcripcional de NF-kB e suas respostas
inflamatarias (BISWAS et al., 2005). Entretanto, alguns estudos ndo detectaram
diferencgas entre as respostas febris de fémeas OVX e fémeas falso-operadas e
tampouco alteragbes apds suplementagédo estrogénica de ratas OVX (IWASA
et al., 2013; IWASA et al., 2014; FINLEY et al., 2015). Em relagdo aos estudos
de Iwasa e colaboradores (2013, 2014) essa discrepancia pode estar
relacionada a duracdo do tratamento, uma vez que os autores avaliaram a
resposta febril de ratas OVX apds uma ou duas inje¢cdes de 173-estradiol. Por
sua vez, no estudo conduzido por Finley et al. (2015) o tratamento com 17f3-
estradiol foi realizado na mesma dose que utilizamos nesse trabalho, porém
com um tempo de duragdo menor (4 dias) e por via i.p., 0 que pode ter
acarretado em diferengcas farmacocinéticas sobre a atuacdo do hormodnio.
Esses resultados sugerem que a duracdo do tratamento, a dosagem
administrada e a via de administragao podem influenciar diretamente sobre os

efeitos desse hormdnio sobre suas respostas.

Assim, nossos resultados sugerem que independentemente da origem
do estimulo (bacteriano, fungico ou viral) e a ativacdo de diferentes tipos de
TLR, a resposta febril de fémeas ciclando € sempre menor que a resposta febril
de fémeas OVX e que os hormdnios sexuais, especialmente o estrogénio, séo

responsaveis pela redu¢ao da temperatura febril desses animais.

Fabricio e colaboradores (1998) demonstraram pela primeira vez que
ET-1 poderia atuar como mediador central na resposta induzida por LPS, em
machos, através de sua ligagao a receptores do tipo ETg € ndo a receptores do
tipo ETa. Alguns estudos posteriores corroboraram com os dados encontrados
por Fabricio et al. (1998) (FABRICIO et al., 2006; FRAGA et al., 2016). Em
machos, ET-1 também foi capaz de atuar como mediador central na resposta
febril induzida por Zym, porém, n&o foi verificada sua atuagéo na resposta febril

induzida por Poli I:C, uma vez que o tratamento prévio, via i.c.v, dos animais
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com o antagonista de receptor ETg, BQ788, ndo foi capaz de reduzir a resposta
febril induzida por esse PAMP em machos (BASTOS-PEREIRA et al., 2017,
BASTOS-PEREIRA et al., 2015). No presente estudo, um dos objetivos do
trabalho foi avaliar se ET-1 também poderia participar como mediador central,
através de sua ligagéo ao receptor ETg, na resposta febril induzida por LPS, em
fémeas. Demonstramos que a administragéo i.c.v. do antagonista de receptor
ETs, BQ788, foi eficaz em reduzir a resposta febril induzida por LPS somente
em fémeas falso-operadas ciclando randomicamente, mas nao afetou a
resposta febril em fémeas OVX. Esse resultado ndo foi completamente
inesperado, pelo fato de que estudos de nosso grupo ja haviam demonstrado
que a injecao i.c.v de ET-1 era capaz de produzir resposta febril somente em
fémeas falso-operadas, mas ndo em ratas OVX (BRITO et al., 2020). Esses
resultados sugerem que mesmo que ET-1 participe da resposta febril induzida
por LPS em machos e fémeas, o sistema endotelinérgico pode sofrer

influéncias dos hormdnios sexuais.

Estudos prévios que tiveram por objetivo avaliar o sistema endolinérgico
de mulheres corroboram com nossos resultados. Polderman et al., (1993)
verificou que os niveis séricos de ET-1 em homens é significativamente maior
que em mulheres, e ainda menor em mulheres gravidas. Além disso, o
tratamento hormonal em individuos transexuais na transicdo de homens para
mulheres foi capaz de reduzir os niveis plasmaticos de ET-1 enquanto o
tratamento hormonal na transicdo de mulheres para homens foi capaz de
aumentar os niveis séricos desse peptideo. Ylikorkala et al., (1995) mostrou
que a suplementagcdo hormonal em mulheres pdés-menopausa foi capaz de
reduzir os niveis plasmaticos de ET-1. Dessa forma, fica evidente que os
horménios sexuais estdo envolvidos no controle da sintese de ET-1. A maneira
pela qual os horménios podem atuar sobre a sintese de ET-1 ainda nao é
suficientemente conhecida e necessita de mais estudos. Além da influéncia dos
hormonios sexuais sobre a sintese de ET-1, existem estudos relatando sua
influéncia sobre a expressado dos receptores endotelinérgicos. Ergul et al.,
(1998) demonstrou que a proporgao de expressédo dos receptores ETa e ETp
em veia safena é diferente entre homens e mulheres. Adiante, Kellogg et al.

(2001) verificaram que a atividade do receptor ETg, em mulheres jovens,
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parece mediar respostas relacionadas a vasodilatacao através da estimulacao
de producao de 6xido nitrico, enquanto em homens, esse receptor tem acgao,
predominantemente, de vasoconstricao venosa. Outros estudos conduzidos em
humanos verificaram que existe uma alteragao na intensidade de vasodilatacao
mediada pelo receptor ETg dependendo da fase do ciclo menstrual e que ha
uma possivel diminuicdo na atividade de vasodilatacdo mediada por ETg em
mulheres na pdés-menopausa (SEBZA et al., 2018; WENNER et al., 2016).
Assim, pode-se concluir que a expressao do receptor ETg esta sobre regulagao
hormonal em mulheres. Este receptor também esta envolvido na participacao
de ET-1 como mediador na resposta febril, conforme descrito por Fabricio et
al., (1998). Recentemente, Gohar et al. (2016) apresentaram dados, em ratos,
referentes a expressdo dos receptores endotelinérgicos, ETpo e ETg, que
poderiam ser moduladas pelos horménios sexuais € que essa modulacao
poderia variar de acordo com o 6rgao avaliado. Nesse estudo, a ovariectomia
nao foi capaz de alterar a expressao desses receptores no pulmao, porém
reduziu a expressdo dos mesmos no cértex renal e aumentou a expressao na
medula renal, em comparacdo com fémeas falso-operadas. Além disso, a
suplementagao hormonal de ratas OVX foi capaz de reverter as alteragdes de
expressao de receptores que a ovariectomia causou nesses animais. N&o
existem muitos dados referentes a expressdo dos receptores endotelinérgicos
no hipotalamo. A expressao desses receptores parece nao sofrer alteracéo
apds execugao da cirurgia de ovariectomia em animais que receberam salina
comparando-se com fémeas ciclando (BRITO et al, 2020). Porém, apos
desafio imunologico por LPS, a expressdo dos receptores ETg aumenta
substancialmente em fémeas falso-operadas e em fémeas OVX, sendo que em
fémeas OVX esse aumento é significativamente maior em comparagdo a
fémeas ciclando (BRITO et al., 2020). Esses resultados sugerem que a
auséncia de efeito de BQ788 na resposta febril induzida por LPS em fémeas
OVX nao esta relacionada com mudancas na expressdo do receptor. A
exposicao cronica de fémeas OVX ao estrogénio aumentou os niveis de RNAm
de ET-1 no nucleo paraventricular hipotalamico e no bulbo ventrolateral rostral
(SUBRAMANIAN et al., 2017). Assim, é plausivel presumir que a auséncia de
hormonios sexuais em fémeas OVX reduz os niveis de ET-1 a nivel cerebral,
explicando a falta de atividade de BQ788 em fémeas OVX.
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A administragédo i.c.v. do antagonista de receptor ETg, BQ788, nao
alterou a resposta febril induzida por outros estimulos como o Zym e Poli I:C
em ratas falso-operadas e OVX. A auséncia de efeito do tratamento prévio de
BQ788 na resposta febril induzida por Poli I:C em fémeas era esperada, uma
vez que ET-1 ndo possui participacdo como mediador central na febre induzida
por Poli I:C em machos (BASTOS-PEREIRA et al., 2015). Apesar de alguns
estudos demonstrarem que ha inducédo da liberacdo de ET-1 periférica apos
desafio imunologico por Poli I:C (FARINA et al., 2011; LENNA et al., 2013), nédo
foram encontrados estudos que verificassem uma possivel liberagao central de
ET-1 apds injecao de Poli I:C. Dessa forma, possivelmente nao haja inducao da
producao central desse peptideo por Poli I:C, justificando a auséncia da
participacdo de ET-1 na resposta febril induzida por Poli I:C, tanto em machos

quanto em fémeas, independentemente do status hormonal desses animais.

Nao obstante, os resultados obtidos por Zym foram inesperados uma
vez que ET-1 participa da resposta febril induzida por esse PAMP em machos
(BASTOS-PEREIRA et al.,, 2017). A sintese de ET-1 estimulada por Zym,
localmente, ja foi demonstrada por Conte e colaboradores (2010), a partir da
deteccdo do aumento da sintese do precursor de ET-1 ou pela utilizacdo de
antagonistas de receptor de ET-1 em alguns fenémenos inflamatérios (CONTE
et al., 2008). Nao foram encontrados dados na literatura referentes a maneira
como que o desafio imunoldgico por Zym induziria a producao de ET-1 e como
essa producdo poderia ser modulada por horménios sexuais femininos,
especialmente pelo estrogénio. Esse seria um topico para futuras

investigacoes.

Vale ressaltar que estudamos a participagao de ET-1 na resposta febril
em fémeas pressupondo que somente o receptor ETg possui influéncia sobre a
resposta febril (dados publicados em estudos realizados em machos)
(FABRICIO et al., 1998). Porém, levando em consideragdo que o sistema
endotelinérgico pode estar sob influéncia dos horménios sexuais tanto em
relacdo a sintese/liberagdo de ET-1 quando a expressao de seus receptores,
pode-se sugerir que a participacdo de ET-1 nas respostas febris induzidas
pelos PAMPs utilizados nesse trabalho, em fémeas, possivelmente estejam

relacionadas a sua ligagao a receptores ETa € ndo somente a receptores ETs.
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Essa possivel participacdo do receptor ETao na resposta febril em fémeas

também seria um interessante topico a ser estudado.
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6. CONCLUSAO

Como conclusdo, os resultados demonstrados por esse trabalho
revelaram que fémeas ciclando randomicamente possuem uma resposta febril
induzida por Zym e Poli I:C reduzida em comparagdo a fémeas OVX. Essa
reducdo pode ser justificada, em partes, por influéncias hormonais,
especialmente acarretadas pelo estrogénio, uma vez que o tratamento
persistente de ratas OVX utilizando 17B-estradiol conseguiu reverter as altas

temperaturas febris apresentadas por fémeas OVX.

Também revelamos que ET-1 parece participar como mediador central
na resposta febril induzida por LPS somente em fémeas ciclando
randomicamente, mas nao em fémeas OVX. Ademais, ET-1 parece nao
participar, na dosagem utilizada nesse trabalho, como mediador central na

resposta febril induzida por Zym e Poli I:C em fémeas.

Os resultados apresentados demonstram algumas similaridades (perfil
de resposta febril) e diferengas (participagdo de mediadores centrais) entre as
respostas febris de machos e fémeas dependendo da origem do PAMP que
origina a febre (bacteriana, fungica ou viral). Verificamos também que os
diferentes status hormonais em fémeas (ciclando randomicamente ou OVX)
podem influenciar a participacdo de mediadores centrais envolvidos na
promogao de resposta febril. A melhor compreensdo dos mecanismos que
levam a inducdo da resposta febril poderia levar a uma melhor estratégia no

desenvolvimento de novas terapéuticas.
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