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A febre é um sinal comum em diversas doencas, sendo definida como um
aumento controlado da temperatura corporal decorrente de uma alteragcdo no controle
térmico exercido pelo hipotdlamo. A resposta febril € induzida por mediadores
produzidos durante uma inflamag¢do ou processo infeccioso. O modelo classico de
inducéo de febre é a administracdo de lipopolissacarideo (LPS), proveniente da parede
celular de bactérias gram-negativas, a animais de laboratério. Esse modelo esta bem
estabelecido no que diz respeito aos pirogénios endégenos envolvidos no processo,
dentre eles fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1B, IL-1a, IL-6, IL-8,
proteina inflamatéria de macrofago (MIP) la e B, interferon (IFN) B e vy e o
guimioatraente neutrofilico induzido por citocinas (CINC)-1. A participacdo de
mediadores centrais também esta em grande parte estabelecida nesse modelo, e
elementos tais como as prostaglandinas (PGs), sistemas opioide e canabinoide,
substancia P, endotelina (ET)-1 e fator liberador de corticotrofina (CRF) também estao
envolvidos. O que ndo se sabe ao certo € se os mediadores envolvidos na resposta
febril induzida por LPS também estdo envolvidos na inducdo de febre em outros
estados patoldgicos, pois ha evidéncias de moléculas que induzem febre e néo
participam da resposta febril induzida pelo LPS.

Assim, esse trabalho propés a utilizacdo de padrbes moleculares associados a
patégenos (PAMPSs), que estimulam uma resposta organica a partir da interacdo com
receptores tipo Toll (TLR), a fim de estabelecer modelos de resposta febril em ratos,
comparando-o com o LPS (que reconhece TLR4). Os PAMPs utilizados foram o
Zimosan (agonista TLR2/6) e o Acido Poliinosinico:Policitidilico (Poli 1:C) (agonista
TLR3).

A participacdo das seguintes citocinas e mediadores centrais na resposta febril
induzida por estes PAMPs foi avaliada: TNF-a, IL-1 3, IL-6, IFN-y (somente para Poli
I:C), PGs, ET-1, substancia P e opioides. Adicionalmente, investigamos se esses
PAMPs ativariam importantes regides cerebrais relacionadas a febre, a partir de cultivos
primarios neurogliais do Orgéo Vascular da Lamina Terminal (OVLT) (somente para o
Zimosan) e do Nudcleo Pré-Optico Mediano (MnPQO). Também avaliamos se o estimulo
com Zimosan levaria a producdo de TNF-a e IL-6 em sobrenadantes desses cultivos
celulares.

As injecOes intraperitoneais (i.p.) de Zimosan (1, 3 e 10 mg/kg) e de Poli I:C (3,
30 e 300 pg/kg) levaram a um aumento na temperatura abdominal dose-dependente e
coincidente com a diminuicdo na temperatura da pele desses animais, sugerindo a
ativacdo de mecanismos de conservacao de calor, presentes numa resposta febril. A
administracéo intracerebroventricular (i.c.v.) de anticorpos contra TNF-a (2,5 ug), IL-6
(10 pg), IFN-y (2,5 pg) ou o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA, 160 ng) reduziram
as respostas febris induzidas por ambos os PAMPs. A injecdo i.p. de Zimosan
aumentou os niveis plasméaticos de IL-6 3 h ap0s o estimulo, mas ndo os de TNF-a
(ap6s 1 h) ou IL-1 B (apos 2 h) no plasma ou das trés citocinas no fluido cerebrospinal
(CSF). A injecdo de Poli I:C néo alterou os niveis de citocinas no plasma ou CSF dos
animais, nesses mesmos tempos de coleta. O tratamentos com inibidores da sintese de
PGs, indometacina (2 mg/kg, i.p.) ou celecoxibe (5 mg/kg, via oral) reduziram as
respostas febris induzidas pelos dois PAMPs. A injecdo i.p. de Zimosan ou Poli I:C
aumentou os niveis de PGE; no CSF dos animais, que foi reduzido nos grupos pré-
tratados com Indometacina. O antagonista do receptor opioide 4, CTAP (1 ug), também
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reduziu as respostas febris induzidas pelo Zimosan e pelo Poli I:C. No entanto, o
antagonista de receptores ETg, BQ788 (3 pmol) e 0 antagonista de receptores NKi, SR
140333B (3 pg) reduziram somente a resposta febril induzida pelo Zimosan. Esses
agentes ndo modificaram a resposta febril induzida por Poli I:C. O Zimosan, na
concentracao de 100 pg/mL, aumentou a concentracdo intracelular de calcio na OVLT e
na MnPO de cultivos priméarios neurogliais, bem como aumentou a liberacdo de TNF-a
e IL-6 nos sobrenadantes desses cultivos. O Poli I:C, na mesma concentracao,
aumentou a concentracao intracelular de calcio na MnPO.

Esses dados sugerem a participacdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, PGs e opioides, nas
respostas febris induzidas por Zimosan e por Poli I:C, no cérebro. As endotelinas e a
substancia P parecem participar da resposta febril induzida pelo Zimosan, porém néo
pelo Poli I:C. A citocina IFN-y também parece estar envolvida na resposta febril do Poli
I:C. Adicionalmente, esses PAMPs podem diretamente ativar areas cerebrais
relacionadas a febre, conforme dados obtidos nos experimentos com cultivo primario
neuroglial.

Desse modo, existem diferencas na resposta febril induzida por LPS, comparada
com o modelo de inducéo de febre viral (Poli I:C), pois alguns mediadores centrais ndo
estdo envolvidos na resposta febril desta. No que se diz respeito a resposta febril
induzida pelo modelo de inducdo de febre fangica, o Zimosan provavelmente
compartilha mecanismos semelhantes ao da febre induzida por LPS, porém o tempo de
liberacdo das citocinas ap0s o estimulo com o Zimosan parece ser distinto.

Como conclusdo, chegamos a dois modelos de inducdo de resposta febril,
distintos do modelo classico, o induzido por LPS. Estes modelos poderdo ser mais bem
investigados, com relacdo aos demais mediadores de resposta febril. Futuramente,
essas substancias poderdo servir como instrumentos de pesquisa para mecanismos
fisiopatologicos de enfermidades e possiveis alvos terapéuticos.
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Fever is a common signal in several diseases, defined as a controlled increase in
body temperature, with thermal control localized in the hypothalamus. Fever is induced
by molecules which are produced during an inflammation or infection. The classical
model of fever is the injection of lipopolysaccharide (LPS), derived from gram-negative
bacteria, in laboratory animals. This model is well established, concerning endogenous
pyrogens related to this process, such as Tumor Necrosis Factor (TNF)-a, Interleukin
(IL)-1B, IL-1q, IL-6, IL-8, macrophage inflammatory protein (MIP) 1a e B, interferon (IFN)
B e y and cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC)-1. The participation of
central mediators is well elucidated in this model, and elements such as prostaglandins
(PGs), opiodergic and cannabinoid systems, substance P, endothelin (ET)-1 and CRF
seem to be present in this process. What is still unknown is whether LPS is valid as a
fever-inducing model in other pathologic states, because there is some evidence of
molecules which induce fever and do not participate in the LPS model.

Hence, this work aimed to use pathogen-associated molecule patterns (PAMPS),
which stimulate an organic response from their interaction with Toll-like receptors
(TLRs), in order to establish febrile response models in rats, and then comparing them
to LPS (which recongnizes TLR4). The chosen PAMPs were Zymosan (a TLR2/6
agonist) and Polyinosinic:Policitidilic acid (Poly I:C) (a TLR3 agonist).

The role of the following cytokines and central mediators in these PAMPs-induced
febrile responses was assessed: TNF-q, IL-1 B, IL-6, IFN-y (only Poly I:C), PGs, ET-1,
substance P and opioids. We also investigated if these PAMPs were able to activate
fever-related brain regions, from primary neuroglial cultures of the vascular organ of the
laminae terminalis (OVLT) (only Zymosan) and the median preoptic nucleus (MnPO).
We also studied if Zymosan was capable to stimulate the production of TNF-a and IL-6
in supernadants from the same cellular cultures.

Intraperitoneal (i.p.) injection of Zymosan (1, 3 and 10 mg/kg) and Poly I:C (3, 30
and 300 pg/kg) led to an increase in core temperature, coincident to a decrease in skin
temperature, suggesting heat conservation mechanisms, which are present in a febrile
response. The intracerebroventricular (i.c.v.) administration of antibodies against TNF-a
(2.5 pg), IL-6 (10 pg), IFN-y (2.5 pg) or the IL-1 antagonist receptor (IL-1RA, 160 ng)
reduced both PAMPs-induced febrile responses. The Zymosan i.p. injection increased
IL-6 plasmatic levels 3 hours after the stimulous, but not those of TNF-a (after 1 hour)
nor IL-1 B (after 2 hours). None of these cytokines had their CSF levels altered. The
Poly I:C injection did not change these cytokines levels in CSF and plasma, at the same
time collect points. The treatment with the PGs synthesis inhibitors, indometachin (2
mg/kg, i.p.) and celecoxib (5 mg/kg, by oral route) reduced the two PAMPs- induced
febrile responses. The i.p. injection of both substances led to increases of PGE; in the
cerebrospinal fluid (CSF) of the animals, and these increases were reduced in the
Indomethacin pre-treated groups. The p opioid receptor antagonist, CTAP (1 ug),
reduced Zymosan and Poly I:C — induced febrile responses, as well. However, the ETg
receptor antagonist, BQ788 (3 pmol) and the NK; receptor antagonist SR 140333B (3
H1g) were able to reduce only the Zymosan-induced febrile response. These substances
did not change the Poly I:C-induced febrile response. Zymosan, in a 100 pg/mL
concentration, augmented the intracelular calcium signals in OVLT and MnPO from
primary neuroglial cultures, as well as increased the TNF-a and IL-6 release from
supernadants of these cultures. Poly I:C, at the same concentration, increased
intracelular calcium signals in MnPO.
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Summarized, these data suggest the TNF-a, IL-1B, IL-6, PGs and opioids
participation in the Zymosan and Poly I:C-induced febrile responses, in the brain. The
ETs and substance P seem to participate only of the Zymosan fever, although not the
Poly I:C one. Additionaly, these PAMPs may directly activate brain regions related to
fever, as shown during primary neuroglial culture experiments.

Thereby, there are significant diferences in the LPS-induced febrile response,
compared to the viral fever model (Poly I:C), because some central mediators are not
envolved in the last febrile response. Concerning the fungal model of febrile response
induction, Zymosan probably shares similar mechanisms with LPS fever, although the
cytokines time release seems to be different.

As conclusion, we have now two models of febrile response induction, which are
distinct from the classical model. These models can be better investigated, concerning
the other febrile response central mediators. In the future, these substances can act as
research tools to study pathophyisiological mechanisms and possible therapeutic
targets.
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1.1 Definicdo de febre e breve historico dos estudo s de resposta febril

A febre é um sinal clinico presente em diversas enfermidades, e conhecido como
um marcador de infeccdo (DINARELLO, 2004). De maneira poética, Thomas
Sydenham, médico inglés do século XVII, definiu a febre como um poderoso motor que
a natureza traz para o mundo para a conquista de seus inimigos (ATKINS, 1982).

Essa manifestacdo clinica tem sido descrita, estudada e discutida ao longo da
histéria da humanidade. Papiros egipcios que datam de cerca de 5000 anos atras,
relatam a formacao de pus em um processo patolégico, muitas vezes acompanhada por
febre (CARTMELL; MITCHELL, 2005). Inscricdes acadianas datadas do seculo VI a.C.,
derivadas de um pictograma sumérico anterior, mostram um brasdo flamejante,
simbolizando a febre e o calor local da inflamacdo (ATKINS, 1982). Médicos militares
romanos escreveram a respeito da resolucdo da febre em soldados apds a drenagem
de pus, demonstrando que ha muito tempo a febre tem sido relacionada a infiltrados
leucocitarios (apud DINARELLO, 2004).

Segundo as revisfes de Atkins (1982) e Mackowiak (1998), na Grécia Antiga, 0s
escritos de Hipdcrates possuem descri¢cdes de doencas febris: as febres sustentadas da
pneumonia, as febres intermitentes da maléria e o aumento gradual na temperatura
com os primeiros sintomas da febre tifoide estdo todos descritos corretamente, embora
nao se saiba como tais observacdes foram feitas antes do advento do termdmetro
clinico, no século XVIII (ATKINS, 1982; MACKOWIAK, 1998). O legado de Hipd4crates
era composto da doutrina dos quatro humores: sangue, flegma, bile negra e bile
amarela, os quais se encaixavam aos quatro elementos correspondentes — ar, agua,
terra e fogo — e suas quatro qualidades - molhado, frio, seco e quente. Assim, a doencga,
em termos hipocréticos, resultava de um desbalanco destes humores, com a febre
devido a um excesso de bile amarela que, como o fogo, era quente e seca (ATKINS,
1982).

Durante a ldade Média, as possessdes demoniacas foram adicionadas a lista
dos possiveis mecanismos responsaveis pela febre. Por volta do século XVII, as
descobertas de Harvey, a respeito da circulacdo do sangue, além do nascimento da

microbiologia, levaram os estudiosos da época a hipotetizar, alternativamente, que o



calor corporal e a febre resultam de uma friccdo associada ao fluxo sanguineo atravées
do sistema vascular e a partir de fermentagdo e putrefagdo no sangue e intestinos
(ATKINS, 1982; MACKOWIAK, 1998).

O meédico francés Broussais, no século XVIII, tentou correlacionar as diferentes
manifestacdes da doenca febril com mudangas correspondentes nos tecidos, vistas em
necropsias. Ao postular um agente irritante (ou inflamatério) como o causador inicial das
mudancas patologicas, ele sugeriu, em conclusdo, que a febre pode ter um efeito
benéfico, ao destruir microrganismos ou pelo aumento na resisténcia do hospedeiro a
infeccdo (MACKOWIAK, 1998). O fisiologista francés Claude Bernard, em fins do século
XIX, reconheceu os processos metabdlicos do organismo como fonte do calor corporal.
Trabalhos subsequentes estabeleceram que a temperatura corporal seria fortemente
controlada dentro de uma estreita variacdo, por mecanismos que regulam o grau de
dissipacao do calor (ATKINS, 1982).

Como mencionado anteriormente, foi no século XIX que as primeiras hipéteses a
respeito da fisiopatologia da febre surgiram. William Welch, em 1888, associou febre
com infecgéo, e indagou se agentes microbianos produziam febre através da liberacao
de “fermentos” (que poderiam ser as citocinas) possivelmente por leucdcitos, e que
esses “fermentos” agiriam no cérebro, para iniciar as mudancas responsaveis pelo
aumento da temperatura corporal (apud CARTMELL; MITCHELL, 2005). A estes
fermentos, Welch deu o nome de pirogénios enddgenos, enquanto que 0s pirogénios
exdgenos seriam as substancias ou agentes capazes de produzi-los.

Estudos mais contemporaneos na patogénese da febre se originaram ha 70
anos, com as observacOes independentes de Menkin, e mais tarde por Bennet e
Beeson de que um material pirogénico poderia ser extraido de exsudatos inflamatorios
estéreis (ATKINS, 1982; MACKOWIAK, 1998). Estes Uultimos, por exemplo,
estabeleceram claramente em um estudo utilizando coelhos, que leucécitos derivados
de exsudatos, sangue, ou lesfes inflamatérias variadas, eram fontes de pirogénios
endogenos (MACKOWIAK, 1998). A primeira demonstracdo experimental de que um
material protéico livre de endotoxina e derivado de leucdcitos era um pirogénio, foi
descrito em 1948 por Paul Beeson (apud DINARELLO, 2004).



A administragdo de lipopolissacarideo (LPS) (proveniente de parede celular de
bactérias Gram-negativas) a animais de laboratério representa um dos modelos
classicos de inducao da resposta febril, mimetizando o que ocorre naturalmente em
processos infecciosos por este tipo de bactéria (ROTH; DE SOUZA, 2001). E a
ferramenta farmacoldgica mais estudada como modelo de resposta febril e cujos
componentes envolvidos sdo mais conhecidos. Descoberto em 1892 por Pfeiffer (apud
CARTMELL; MITCHELL, 2005), o LPS comecou a ser associado com estudos de
resposta febril a partir dos anos 60 do século XX em coelhos, ovelhas e humanos. Nos
anos 70, a descoberta das citocinas e o inicio do entendimento de seu papel também
colaboraram grandemente para os avancos da pesquisa na area (apud DINARELLO,
2004). A partir desses Ultimos avancos, podemos dizer que chegamos aos atuais
estudos da resposta febril e seus mecanismos, com os relatos e descobertas que serdo
revisados nos proximos tépicos.

Atualmente, pode-se definir febre como um aumento controlado da temperatura
corporal, ocasionado por uma elevacdo do ponto de regulagem da temperatura corporal
(KLUGER, 1986). Importante comentar que, durante a febre, ndo ocorre uma
desregulacdo nos mecanismos de controle de temperatura. Pelo contrario, o sistema de
controle termorregulatério esta ajustado para aumentar a temperatura corporal a fim de
equiparar a um ponto de regulagem mais alto (ROTH et al.,, 2009). O ponto de
regulagem da temperatura corporal esta localizado no hipotalamo e, especificamente, a
area pre-optica no hipotalamo anterior (PO/HA) exerce um controle integrativo sobre as
respostas termorregulatérias e febril (BOULANT, 2006), como veremos adiante nessa
revisao.

Essa alteracé@o hipotalamica ocorre apds uma infeccdo ou um dano inflamatorio.
Como comentado anteriormente, uma forte associacdo entre febre e infeccédo foi
reconhecida had muito tempo. Por isso a febre & frequentemente considerada um
marcador de infeccdo (ROTH et al., 2009). A manifestacdo da febre, no entanto, ndo
esta restrita as doencas infecciosas causadas por bactérias, virus, protozoarios, fungos,
entre outros. A febre também €& observada em resposta a danos, como em cirurgia,
traumas, tratamentos com medicamentos ou insultos térmicos. Ainda, mecanismos

endodgenos como as respostas autoimunes (por exemplo, artrite reumatoide) e os



tumores frequentemente estdo acompanhados de febre (MACKOWIAK, 1998;
KANASHIRO et al., 2009).

Um grande avanco no estudo da febre se deve a descoberta dos Receptores
Tipo-Toll (TLRs — Toll like receptors) e a sua importancia no desencadeamento dos
fatores que levam as alteracdes hipotalamicas referentes a resposta febril
(DINARELLO, 2004). O LPS, por exemplo, estimula receptores do tipo TLR4 em células
fagociticas (particularmente em macréfagos) (ADEREM; ULEVITCH, 2000), induzindo a
liberagcdo de citocinas, que por sua vez ativam mediadores centrais que levam a
mensagem a area PO/HA para inducdo de febre (KLUGER et al., 1998), em eventos
gue comentaremos adiante.

Para que a temperatura corporal se mantenha em niveis mais elevados, o
organismo desencadeia mecanismos de producdo e retencdo de calor, como
vasoconstricdo periférica, termogénese induzida por tremores e aumento da taxa
metabdlica no tecido adiposo marrom (KLUGER et al., 1998; DINARELLO, 2004), assim
como ativa respostas comportamentais, como a busca por ambientes mais quentes
(FLOREZ-DUQUET et al., 2001). Esses detalhes serdo revistos na sequéncia.

Os eventos acima descritos para a resposta febril, bem como os alvos deste
estudo, sao referentes principalmente a animais endotérmicos, ou seja, aqueles que
possuem um centro termorregulatorio localizado no hipotdlamo, e que ndo dependem
inteiramente da temperatura ambiental para regular a sua temperatura corporal. No
entanto, a febre estd presente em todas as espécies animais, incluindo os
invertebrados e vertebrados ectotérmicos (KLUGER et al., 1998; BOLTANA et al.,
2013). Esses individuos, em geral, controlam a sua temperatura corporal através de
meios comportamentais, o que inclui a escolha de uma temperatura ambiental
apropriada. Animais ectotérmicos ndo possuem termogénese intrinseca e assim, podem
se deslocar para lugares mais quentes ou mais frios para modificar a sua temperatura
corporal (KLUGER, 1986; KLUGER et al., 1998; BOLTANA et al., 2013). Mudancas
nesse comportamento podem ocorrer quando o animal apresenta infeccdo, em um
fendmeno denominado febre comportamental (BOLTANA et al., 2013). Essa resposta

tem sido bastante estudada e evidéncias da participacdo de regides do hipotdlamo



nesse comportamento febril como, por exemplo, a area pré-éptica, tém sido reportadas
em espécies ectotérmicas (BICEGO; BRANCO, 2002).

Em face aos conceitos e fatos apresentados, resta ainda esclarecer que o0s
eventos térmicos na resposta febril sdo apenas um dos componentes de uma reagao do
hospedeiro a um insulto, conhecida como resposta de fase aguda. Esse evento envolve
a ativacdo de sistemas fisioldgicos, enddcrinos e imunoldgicos. Além da febre, outros
componentes identificados nessa resposta incluem, por exemplo, o comportamento de
doenca, a ativagcdo do eixo hipotadlamo-pituitéria-adrenal (HPA) e sintese de proteinas
de fase aguda (CARTMELL; MITCHELL, 2005).

Em um cenéario mais complexo de resposta fisiopatoldgica a um insulto, a febre é
um critério diagndstico na sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS). Essa
sindrome, por sua vez, quando acompanhada de infeccdo, é definida como sepse. A
febre € um marcador importante no quadro de SIRS, podendo cursar com outros sinais
clinicos, tais como mudancas no estado mental do paciente, taquipnéia, taquicardia,
hipotenséo, leucocitose, trombocitopenia e anormalidades de coagulagdo sanguinea
(DEJONG et al., 2010; BALK, 2014).

A funcdo benéfica da febre como componente de reacdo a um dano ainda é
controversa (HASDAY et al., 2000). O que parece evidente é que febres moderadas
podem ser favoraveis em combater uma infec¢do. Sabe-se que a febre fornece um
ambiente favoravel para o recrutamento das defesas do hospedeiro contra
microorganismos, reduzindo a viabilidade dos patégenos (NAKAMURA; MORRISON,
2011). Estudos conduzidos em animais demonstraram os efeitos positivos da
manifestacdo da febre na sobrevivéncia do hospedeiro (SU et al.,, 2005). Estudos
retrospectivos em individuos hospitalizados com infeccdo bacteriana reportaram um
aumento na taxa de mortalidade nos pacientes que ndo desenvolviam febre (HASDAY
et al., 2000).

Em pacientes graves, o uso de antipiréticos ainda € objeto de estudo. Enquanto
algumas opinides defendem que febres mais altas podem ser sinais de um dano
exagerado e prejudicial e, portanto, devem ser combatidas com agentes antipiréticos
(KLUGER et al., 1998) revisbes a partir de dados retrospectivos em unidades de

tratamento intensivo ndo encontraram informacdes consistentes entre a relacdo do



combate terapéutico da febre e um aumento na sobrevida do individuo (NIVEN et al.,
2013; KIEKKAS et al., 2013). Um estudo conduzido em 2012 sugeriu que essa relacao
pode ser diferente se a origem da enfermidade € infecciosa ou ndo, visto que foi
encontrada uma maior taxa de sobrevida somente em pacientes criticos que
apresentavam sepse submetidos a tratamento antipirético (LEE et al., 2012). Desse
modo, este continua sendo um campo importante de investigacdo, e os componentes
moleculares envolvidos nesse processo sdo de fundamental auxilio no esclarecimento

desses fatos.

1.2 Receptores tipo Toll e padrbes moleculares ass  ociados a patdogenos

Quando um organismo € infectado, células hospedeiras expressam muitos
receptores de reconhecimento padrdo (PRR - Pattern recognition receptors),
responsaveis por distinguir uma variedade de padrdes moleculares associadas a
patégenos (PAMP - Pathogen-associated molecular pattern — Padrdo molecular
associado a Patdgeno). Estes PAMPs sdo, por sua vez, advindos de lipideos,
lipoproteinas, proteinas e acidos nucléicos. Evidéncias mais recentes indicam que os
PRRs sdo também responsaveis pelo reconhecimento de moléculas endogenas,
liberadas de células danificadas. A essas moléculas da-se o termo DAMP (Damage-
associated molecular pattern - Padrdo molecular associado a dano) (KAWAI; AKIRA,
2007; TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

O reconhecimento de PAMPs /DAMPs através de PRRs ativa vias de sinalizacao
intracelulares que culminam na inducdo de citocinas inflamatorias, quimiocinas,
interferons (IFNs), além da regulacdo positiva de moléculas co-estimulatorias (KAWAI;
AKIRA, 2007), estando esses receptores portanto, envolvidos em processos
inflamatorios e/ou infecciosos.

Com seu nome derivado dos receptores Toll em insetos, os TLRs tiveram a sua
identificacdo em mamiferos em 1997 (ANWAR et al.,, 2013). Possuem papel
importantissimo na ligacdo das imunidades inata e adaptativa, através das acdes em
células T e particularmente através de acOes em células dendriticas (DCs) (PARKER et
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gera respostas de fase aguda, caracterizada pela producdo de citocinas e respostas
sistémicas subsequentes, como a febre (GAY et al., 2006).

Sdo exemplos de células que expressam TLRs os mondcitos, macréfagos,
células dendriticas, células B, células T, astrécitos, células epiteliais e células
endoteliais (ZHANG; SCHLUESENER, 2006).

Com relacdo a estrutura desses receptores, trés fatores sdo de fundamental
importancia: a) o dominio citoplasmético Toll / Interleucina (IL)-1, também conhecido
como TIR, cujo nome se deve a sua semelhanca com a familia de receptores de IL-1, b)
o dominio transmembrana curto (cisteina) e ¢) o dominio de ligagdo com repeticdes
ricas em leucina (LRR). Cada LRR consiste de filamentos 3 e a-hélices, conectados por
alcas. Costuma-se associar a estrutura do dominio LRR com o de uma ferradura, com a
regido de ligacdo ao ligante na superficie concava (UEMATSU; AKIRA, 2008).

De acordo com a localizagdo celular, os TLRs podem ser divididos em dois
grupos. O primeiro grupo inclui TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 que estdo presentes
na membrana plasmatica e predominantemente, mas ndo exclusivamente, reconhecem
produtos bacterianos. O segundo grupo inclui TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, TLR10,
TLR11, TLR12 e TLR13, que se localizam em compartimentos intracelulares, como
endossomos, e se especializaram na detecc¢do viral ou no reconhecimento de acidos
nucléicos (PARKER et al., 2007; KAWAI; AKIRA, 2007; BROZ; MONACK, 2013).

Os ligantes de TLRs s&o, na sua maioria, produtos microbianos conservados
entre uma variedade de patdégenos, sendo que os TLRs podem reconhecer muitos
ligantes estruturalmente n&o relacionados. Os TLRs ligam-se diretamente aos seus
ligantes, discriminando suas estruturas, e induzindo respostas de defesa quando
necessario (ZHANG; SCHLUESENER, 2006).

De todos os 13 TLRs reconhecidos na atualidade, o mais estudado com certeza
€ TLR4, que reconhece o LPS (UEMATSU; AKIRA, 2008; PIRAS; SELVARAJOO,
2014). O LPS, através de TLR4, requer o correceptor MD2 (proteina de diferenciacao
mielbide), que se liga a lipideos, fortemente associada ao ectodominio de TLR4, e
ativados quando do LPS opsonizado. Inicialmente, o LPS se encontra ligado a
proteinas soluveis de ligacéo a lipideos (LBP). O LPS presente no complexo LPS/LBP é

entdo transferido a CD14, uma proteina de membrana encontrada na superficie de



muitas células do sistema imune, e em seguida & MD2, assim, ativando TLR4 (GAY et
al., 2006), que ativa uma cascata de quinases na sequéncia.

Além do TLR4, outros receptores possuem alguns dos seus ligantes ja
identificados. O TLR2 reconhece alguns componentes de bactérias, micoplasmas,
fungos e virus, incluindo lipoproteinas e micoplasma, ao formar heterodimeros com
TLR1 ou TLR6. Esses complexos diméricos, por sua vez, sao responsaveis pelo
reconhecimento de lipoproteinas bacterianas, fungicas e lipopeptideos (OZINSKY et al.,
2000; TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

O TLRS3 tem sido reconhecido como o receptor principal nas respostas imunes
inatas mediadas por virus, pois esse receptor reconhece RNA de cadeia dupla (dsRNA,
double stranded RNA), um intermediario gerado durante muitas replicacdes virais,
iniciando vias de sinalizacdo antivirais em macrofagos, incluindo a producdo de
interferon (IFN) a e B. Um ligante sintético, o &cido poliinosinico:policitidilico (Poli I:C),
pode também mediar respostas imunes através da ativagcdo de TLR3 (ZHOU et al.,
2010).

O TLR8 humano, que tem grande homologia ao TLR7, participa do
reconhecimento de imidaquinolinas. O TLR9 reconhece fragmentos de DNA presentes
em genomas bacterianos e virais, bem como acidos ndo-nucléicos como a hemozoina,
do parasita da malaria (KAWAI; AKIRA, 2007; UEMATSU; AKIRA, 2008). Da mesma
forma que as lipoproteinas, o DNA bacteriano pode iniciar uma resposta imune inata via
receptor TLRO.

Acredita-se que o TLR10 humano se heterodimeriza com TLR2 e TLR1, embora
um ligante para estes heterodimeros continue desconhecido. TLR5 e TLR11
reconhecem ligantes protéicos. O TLR11 reconhece flagelinas de bactérias
uropatogénicas, assim como uma proteina do Toxoplasma gondii (UEMATSU; AKIRA,
2008; BROZ; MONACK, 2013). O TLR13, pouco conhecido, parece detectar RNA
bacteriano (ANWAR et al., 2013).

Com relacdo aos seus ligantes endodgenos, ou DAMPs, sdo exemplos os
produtos de degradacdo de macromoléculas e de cascatas proteoliticas, componentes
intracelulares da ruptura de células e produtos de genes que s&o ativados pela

inflamacdo. Em certas condi¢des, como leséo tecidual ou deficiéncia na limpeza de
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células apoptoticas, acidos nucléicos derivados do individuo podem se tornar
disponiveis para alguns TLRs e servem como ligantes enddgenos (ZHANG,;
SCHLUESENER, 2006).

O mecanismo basico de sinalizagdo pelos TLRs parece envolver ligantes
induzidos por dimerizacdo ou oligomerizagao (GAY et al., 2006), como comentado
acima, ao exemplificarmos os ligantes e seus TLRs. O reconhecimento de ligante €
determinado pela LRR no dominio extracelular no receptor. Alguns TLRs provavelmente
reconhecem seus ligantes numa associacao de outros TLRs, ou comoléculas, formando
complexos de ativagdo na membrana (PARKER et al., 2007; KAWAI; AKIRA, 2007). A
via de sinalizacdo desses receptores inclui a ativacdo de vias de transducédo
intracelulares que levam a indugéo de citocinas inflamatdrias como o Fator de Necrose
Tumoral (TNF)-a, Interleucina (IL)-6, IL-1p e IL-12, logo ap0s o reconhecimento do
receptor ao PAMP. Muitos TLRs séo capazes de induzir IFN tipo I, promovendo
respostas antivirais (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

De acordo com o tipo celular, ligante e outros fatores, TLRs ativam diferentes
vias de sinalizacdo através de cofatores e moléculas de adaptacdo, disparando
respostas imunes especificas. A via-protétipo é a dependente do gene de resposta
primaria de diferenciacdo mieldide 88 (MYD88), utilizada por todos os receptores dessa
classe, com excecdo de TLR3, e requer a Molécula Adaptadora do Tipo MYD88 (Mal),
também conhecida como Proteina Adaptadora que contém o dominio TIR (TIRAP), para
a sinalizacado de TLR2 e TLR4 (PARKER et al., 2007; PIRAS; SELVARAJOO, 2014).
Outra via € a da TRIF (adaptador induzido por IFN- B que contém o dominio TIR),
também conhecida como a via independente de MYD88. Ambas participam na ativacao
de uma cascata de quinases, entre elas a IKB quinase (IKK), a proteina quinase ativada
por mitébgeno (MAPK), serino-treonina quinase de interacdo com o receptor-1 (RIP-1) e
a quinase de ligacdo a TANK-1 (TBK-1). Essas vias tem como resultado comum a
regulacdo principalmente do fator nuclear kB (NFkB). Além dele, outros fatores de
transcricdo podem ser regulados, como a proteina de ativacdo 1 (AP-1), a proteina que
contém o dominio ETS (EIK-1), proteina de ligacdo do elemento de resposta AMPc
(CREB), transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STATS), e o fator regulatério
de interferon (IRF)-3 (AKIRA; SATO, 2003; VOGEL et al., 2003; ANDREAKOS et al.,
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2004). O MYD88 ocupa o dominio TIR na porcdo C-terminal, ativa uma quinase
associada ao receptor de IL-1 (IRAK) através de interacbes no dominio final em ambas
as moléculas. A molécula IRAK ¢ ativada através de fosforilagdo e entdo associada aos
fatores associados ao receptor de TNF (TRAF), levando ao acionamento de duas vias
de sinalizagdo, e finalmente a ativacdo de quinases terminais C-jun (JNK) e NF-kB.
(HEMMI et al., 2000; PARKER et al., 2007; BEUTLER, 2009). Um quinto adaptador,
SARM (sterile alpha and HEAT/Armadillo motif protein), ainda ndo tem funcdo definida
como adaptador de TLR (BEUTLER, 2009), mas sabe-se que é predominantemente
expresso em células T e no cérebro, e ndo em macréfagos, como a maioria dos outros
adaptadores (PANNEERSELVAM et al., 2013).

Todas essas vias regulam a transcricdo, estabilidade de RNA mensageiro e
traducdo de uma miriade de genes proinflamatorios. O resultado disso € a producéo de
citocinas proinflamatorias, quimiocinas e enzimas (BROZ; MONACK, 2013; PIRAS;
SELVARAJOO, 2014).

A regulacdo das vias desses receptores envolve principalmente a limitacdo da
inflamacdo, por meio de down-regulation da expressdo de TLRs, sequestro de
moléculas sinalizadoras, degradacdo de alvos protéicos e inibicdo da transcricdo
(AKIRA; SATO, 2003). As vias dos PRRs sao controladas por moléculas intra e
extracelulares, com o intuito de prevenir a superexpressao desses receptores. Entre as
moléculas, incluem-se receptores tipo Toll soltveis (STLR); proteinas transmembrana,
como os marcadores ST2 e CD-180, o receptor relacionado a imunoglobulina Unica de
IL-1 (SIGIRR) e o ligante indutor de apoptose relacionado a TNF (TRAIL); e inibidores
intracelulares, por exemplo os supressores de sinalizacdo de citocinas (SOCS) 1 e 3, 0
MYD88 curto (sMYD88), a proteina de interagdo de Toll (TOLLIP), o IRAK-M (proteina
IRAK exclusiva de mondcitos / macrofagos, a superexpressao da proteina SARM que
comentamos anteriormente, a proteina de dedos de zinco A20, a B-arrestina, o gene da
cilindromatose (CYLD), e o receptor nuclear SHP (small heterodimer partner). Essas
moléculas mantém o balanco entre a ativacdo da inibicAo dos TLRs e garantem o
equilibrio entre os efeitos benéficos e adversos quando do reconhecimento de antigeno
(ANWAR et al., 2013) Grande parte dessa via de ativagéo e regulacdo dos TLRs esta

esquematizada na Figura 01.
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Além dos TLRs, mais trés familias de PRRs tem sido identificadas. Entre elas,
outra familia de receptores primariamente transmembrana, como os CLRs (C-type lectin
receptors), além das proteinas citoplasmaticas NLRs (receptores tipo NOD) e RLRs
(receptores do tipo RIG-I) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Até o momento, os TLRs s&o os
PRRs mais conhecidos e estudados, provavelmente por terem sido também os
primeiros a serem caracterizados (BROZ; MONACK, 2013).

As particularidades envolvendo a localizacédo e seletividade de diferentes TLRs,
bem como as diferentes vias ativadas dependendo do receptor, foram um grande
estimulo para esse trabalho, nos levando a formular hipéteses que relacionariam a
ativacdo de vias TLR com os mediadores que levam a uma resposta febril. Desse
modo, a resposta febril induzida por diferentes agonistas de TLRs (também designados
pirogénios exdgenos, como veremos adiante) poderia induzir a sintese de distintas
citocinas pirogénicas e mediadores centrais, ou liberar essas moléculas em diferentes
guantidades, quando comparadas a uma resposta febril mais conhecida. Em
consequéncia, é possivel que estas diferencas resultem na ativacao diferenciada de
mecanismos fisiopatolégicos. Em Ultima analise, o entendimento desta ativacao
diferenciada poderia contribuir para o estabelecimento de estratégias terapéuticas mais
adequadas para controlar a resposta febril, em individuos acometidos por febres

decorrentes de doencas causadas por diferentes agonistas de TLRs.
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Figura 01: Sinalizacdo e regulacdo de TLRs. O TLR4, que reconhece endotoxina bacteriana, por
exemplo, é uma proteina transmembrana cuja ativacdo leva a indug¢do de duas vias de transducéo de
sinais: a que envolve a molécula MYD88 e a correspondente a proteina adaptadora TRIF. Ja o TLR3,
localizado no endossoma, reconhece componentes virais como o RNA de dupla cadeia, e ira ativar
somente a via TRIF. Ambas as vias promovem a ativagdo de cascatas de quinases (IRAK/TRAF/JNK,
IKK, TBK-1, MAPK, RIP-1), que por sua vez culminam na ativacido de fatores de transcrigdo nucleares,
especialmente o NFkB, além de AP-1, EIK, CREB, STATs e IRF3. SIGIRR, ST2, CD180, sTLR, TRAIL,
sMYD88, TOLLIP e SARM, representados em losangos vasados, sdo exemplos de proteinas de
regulagéo e controle dessas vias.
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1.3 Pirogénios exdgenos

Os pirogénios sdo substancias que podem induzir uma resposta febril, podendo
ser diferenciados em exdgenos e endogenos. Essa distingdo é fundamental para
entender a febre como uma resposta comum a diferentes estimulos e enfatiza a
importancia dos estudos das vias de sinalizagdo de TLRs. Essas vias fornecem uma
ligacdo molecular entre o grande numero de pirogénios exdgenos e enddgenos
(DINARELLO, 2004; BEUTLER, 2009).

Os pirogénios exogenos sao essencialmente, microrganismos — inteiros ou seus
fragmentos — ou ainda produtos desses microrganismos, como as toxinas (OGOINA,
2011). Como j& revisamos anteriormente, esses produtos microbianos ativam vias
inflamatérias através de sinalizagdo via TLRs, podendo levar a febre.
Consequentemente, podemos concluir que o0s pirogénios exdgenos sdao PAMPs ou
DAMPs que vao ativar vias inflamatorias e induzir uma resposta febril.

Os pirogénios exogenos podem induzir a producédo de pirogénios endogenos,
através da ativacdo da sinalizacédo de vias Toll, e as duas classes de pirogénios podem
levar a inducdo de mediadores centrais, onde as prostaglandinas sdo o exemplo mais
comum (DINARELLO, 2004).

1.3.1 Lipopolissacarideo

O LPS, componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, continua
sendo o pirogénio exdégeno mais amplamente estudado, e a grande parte dos dados
atuais referentes a resposta febril sdo baseados em estudos em que o LPS foi utilizado
como agente pirogénico.

Ja estd bem demonstrado que citocinas como IL-1B, IL-6 e TNF-a participam da
resposta febril induzida por LPS através de estudos utilizando anticorpos e antagonistas
especificos (LONG et al., 1990; OPP; KRUEGER, 1991) ou animais knock-out (KOZAK
et al., 1995; CHAI et al., 1996; LEON et al., 1997) e que a administracdo sistémica de
LPS induz um aumento no sistema nervoso central destas citocinas (SCHOBITZ et al.,
1993; QUAN et al.,, 1994; GIVALOIS et al.,, 1994; LENCZOWSKI et al.,, 1997). A

participacdo de prostaglandinas, do fator de liberagcdo de corticotrofina (CRF), da
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endotelina (ET)-1 e dos opidides na resposta febril induzida por LPS também j4 esta
bem documentada (MILTON, 1989; ROTHWELL, 1989, 1990; COELHO et al., 1993;
ZAMPRONIO et al., 1994, 2000; USHIKUBI et al., 1998; FABRICIO et al., 2006; FRAGA
et al., 2008).

Com relacdo a sua estrutura, trés regides sdo destacadas: lipideo A, um nucleo
de acucar que consiste de por¢cdes de KDO e o antigeno O, formado por unidades
repetidas de oligossacarideos. Destas, o lipideo A recebe especial aten¢ao, pois varias
evidéncias indicam essa estrutura como a determinante nas propriedades toxicas e
pirogénicas das endotoxinas. E o lipideo A que se liga ao receptor TLR4, e desencadeia
a via de sinalizacdo, descrita anteriormente, que culmina na ativacao da resposta febril
(MAESHIMA; FERNANDEZ, 2013).

No entanto, ndo sabemos claramente se as vias estabelecidas focalizando o
LPS (portanto, infeccdes com bactérias Gram-negativas) ocorrem também em outras
situacdes clinicas. Soares e colaboradores, em 2009, demonstraram que a proteina
inflamatodria derivada de macrofagos (MIP)-1a pode induzir febre, mas ndo participa da
resposta febril induzida por LPS (SOARES et al., 2009). Este resultado, bem como
outras evidéncias que ndo foram entendidas completamente ha alguns anos atras,
podem estar relacionadas ao fato de que o modelo laboratorial para indugéao de febre
nos estudos cientificos é o LPS, enquanto diversas doengas (de origem infecciosa ou
ndo) apresentam esta resposta. Portanto, este modelo pode ndo ser valido para
inducdo de febre em outros estados patoldgicos. Na tentativa de definir modelos de
resposta febril associada a outros PAMPs € que propusemos esse trabalho, que focou

em duas outras moléculas: o Zimosan e o Poli I:C, comparados ao LPS.
1.3.2 Zimosan

A incidéncia de doencas fungicas tem aumentado em todo o mundo (NUCCI et
al., 2010). Em epidemias e tratamentos crénicos que levam a imunossupressao, o risco
de doenca fungica invasiva € maior, levando a maiores taxas de morbidade,
mortalidade e consequentemente maiores custos hospitalares. (LASS-FLORL, 2009;
NUCCI et al., 2010; DRGONA et al., 2014). No entanto, os mecanismos envolvidos na

sua patogenicidade ainda ndo estdo completamente elucidados. As diretrizes



16

disponiveis para prevengcdo e/ou tratamento de doencas fungicas invasivas sao
normalmente baseadas em ac¢des empiricas (DIMOPOULOS et al., 2013; DRGONA et
al., 2014). Por essas razdes, estudos experimentais tendo como foco a fisiopatologia
das doencas fungicas, incluindo os mecanismos de inducéo da resposta febril, sdo de
fundamental importancia para a pesquisa de abordagens terapéuticas mais especificas
e efetivas.

O Zimosan € um PAMP derivado de fungos, principalmente composto de
polissacarideos (DICARLO; FIORE, 1958; ROEDER et al., 2004). E conhecido por agir
através de TLR2 e TLR6 (OZINSKY et al., 2000). Como ferramenta laboratorial, tem
sido usado para induzir artrite (GEGOUT et al., 1994, 1995) e outras condicfes
inflamatoérias, como edema de orelha, peritonite e choque (NAVARRO-XAVIER et al.,
2010; HARTOG et al., 2013; HAN et al., 2013). Foi também demonstrado que o
Zimosan pode diretamente estimular células inflamatorias (SORENSON et al., 1998).
Em alguns desses casos, sua associacdo com a sintese de citocinas inflamatorias,
como o TNF-a, IL-1f e IL-6 foi reportada (SORENSON et al., 1998; NAVARRO-XAVIER
et al., 2010; HARTOG et al., 2013). O Zimosan também ja foi utilizado para induzir febre
em animais de laboratério (KOBAYASHI; FRIEDMAN, 1964; HUBSCHLE et al., 2007,
KANASHIRO et al., 2009). Em comparacdo ao LPS, os mediadores e mecanismos
envolvidos na resposta febril induzida pelo Zimosan sdo em grande parte

desconhecidos.

1.3.3 Acido Poliinosinico:Policitidilico

A infeccdo por diversas viroses pode levar a uma disfungdo sistémica em
coagulacéo e fibrindlise e, em casos mais extremos, ao desenvolvimento de sindrome
de febres hemorragicas virais (FHVS). As viroses causadoras de FHV incluem virus
Ebola, Dengue e o proprio virus da influenza (TRAYNOR et al., 2004; HENSLEY;
GEISBERT, 2005; JIANG et al., 2007). A FHV é uma doenca que leva a faléncia
multipla de o6rgédos, hemorragia, hipotensdo e choque, com alto nivel de mortalidade
(SCHNITTLER; FELDMANN, 2003). Muitas das mudancas associadas a FHV resultam
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do aumento de mediadores inflamatérios como IL-6, IFN-y e TNF-a (RESTREPO et al.;
2008; CHEN et al., 2008).

A resposta do hospedeiro a infeccdo viral é parcialmente regulada pelos
receptores que reconhecem A&cidos nucléicos virais como marcadores de infeccao
(MEYLAN; TSCHOPP, 2006). Diferentes receptores de reconhecimento de padrao
como os TLR estdo envolvidos nesta resposta, mas acredita-se que a maioria das
viroses produza dsRNA como um intermediario de replicacdo no seu ciclo de vida,
alguns dos quais sao retidos nas células ou liberados apds a lise celular (MAJDE,
2000).

Os efeitos do dsRNA viral em numerosos testes in vitro e in vivo pode ser
mimetizado pelo Poli I:C. Este padrao molecular aumenta a expressao de citocinas e
moléculas de adesdo, influencia a temperatura corporal e a pressao arterial (DOUKAS
et al., 1994; MAJDE, 2000; GANDHI et al., 2007; LUNDBERG et al., 2007). J& foi
demonstrado que os efeitos do Poli I:C foram comparaveis aqueles induzidos por LPS
no que diz respeito a coagulacdo intravascular disseminada, mas estes estiveram
ausentes em camundongos deficientes de TLR-3, sugerindo que este receptor esta
envolvido nos efeitos deste PAMP (SHIBAMIYA et al., 2009).

No que diz respeito a resposta febril, mais informacdes estdo disponiveis
guando se trata do Poli I:C (MAJDE, 2000; FORTIER et al., 2004; VOSS et al., 2007;
HOPWOOD et al., 2009), comparado ao Zimosan. Seu efeito pirogénico é reportado ha
algum tempo, e o envolvimento de citocinas como TNF-a (VOSS et al., 2007), IL-1
(FORTIER et al., 2004) e IL-6 (VOSS et al.,, 2006), bem como das prostaglandinas
(VOSS et al., 2007), também ja foi observado.

Recentemente, em um trabalho com camundongos, com alguns resultados de
temperatura corporal, foi sugerida uma diferenca significativa na inducdo da enzima
cicloxigenase (COX)-2 (e outros PAMPSs) (KIRKBY et al., 2013), onde o Poli I:C exerceu
um aumento na expressdo de COX-2 mais sutil, comparada ao LPS. Ainda em
comparacado ao LPS, ja foi relatado que o Poli I:C parece induzir uma resposta febril
mais branda e com menores sinais de fadiga e anorexia (HOPWOOD et al., 2009).
Mesmo assim, a administragdo de Poli I:C foi sugerida como modelo de fadiga induzida

por infeccdo viral, visto que essa substancia diminuiu a atividade espontanea em ratos,
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e este fato foi correlacionado a uma maior expressdo génica de interferon-a em
algumas regides cerebrais (KATAFUCHI et al., 2003).

O trabalho de Gandhi et al.(2007) relatou o aumento dos niveis plasmaticos de
corticosterona e de norepinefrina no hipocampo em camundongos submetidos a
administracdo desse PAMP, porém a temperatura corporal e as areas relacionadas a
resposta febril ndo foram estudadas (GANDHI et al., 2007). O envolvimento de outras
citocinas e mediadores centrais na resposta febril induzida pelo Poli I:C é ainda

desconhecido, sendo o seu estudo justificado.

1.4 Pirogénios enddgenos

Presume-se que a febre, induzida por um pirogénio exdégeno, tanto
patologicamente quanto através de uma intervencdo experimental, € mediada por
citocinas pirogénicas endogenas, liberadas por sua vez de fagodcitos sistémicos
mononucleares quando essas células interagem com o pirogénio exdégeno
(CARTMELL; MITCHELL, 2005).

As citocinas sdo polipeptideos nao-estruturais, com uma média de peso
molecular entre 10 e 30 kDa. Possuem uma potente atividade bioldgica, e sao
frequentemente produzidas apds um desafio antigénico, sendo liberadas e agindo
localmente. S&0 moléculas essenciais para um sistema imune funcional. Existem
sugestdes de que algumas citocinas podem agir como mediadores de funcbes
fisiolégicas normais ou que podem agir como horménios enddécrinos, tendo efeitos em
locais distantes (ROTHWELL et al., 1996; DINARELLO, 2004).

Classificadas em proinflamatorias (por exemplo, IL-1, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-18)
e antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13, entre outras), cada citocina € o produto de um
gene em separado e ativa células através de receptores de superficie especificos.
Esses receptores sdo expressos na maioria das células, o que explica seu papel em
varios processos biolégicos e patoldgicos (CARTMELL; MITCHELL, 2005).

Os pirogénios enddégenos hoje reconhecidos séao a IL-183, IL-1a, TNF-a, IL-6, IL-
8, MIP-1 a e B3, IFN B e y e o quimioatraente neutrofilico induzido por citocinas (CINC)-1
(KLUGER, 1991; ZAMPRONIO et al., 1994; MINANO et al., 1996; KLUGER et al., 1998;
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SOARES et al.,, 2008; KANASHIRO et al., 2009). As citocinas pro-inflamatérias
classicas — TNFa, IL-1B e IL-6 — parecem ser as principais citocinas envolvidas na
origem da febre (KLUGER, 1991). Dependendo da dose e da via de administracao de
LPS, o TNF-a € a primeira citocina que aparece na circulacéo, seguida de tragos da IL-
1B, e altas quantidades de IL-6, IL-8 e das demais (ROTH; SOUZA, 2001). Dentre as
citocinas pirogénicas citadas, algumas como a IL-8 e o MIP-1a parecem ser geradas
diretamente no sistema nervoso central (ZAMPRONIO et al., 1994; MINANO et al.,
1996), enquanto as outras poderiam ser geradas perifericamente.

O TNFa é uma citocina sintetizada como proteina de membrana nao-
glicosilada, com uma regiao intracelular N-terminal e outra grande regido C-terminal,
sendo expresso na membrana como um homotrimero. Pode interagir com dois
receptores de sinalizagdo transmembrana, tipos | e Il. Um terceiro receptor, sollvel, age
como antagonista da atividade de TNFa, sendo inclusive utilizado como ferramenta
farmacologica. A interacdo do TNFa com seus receptores transmembrana ativam
algumas vias de transdugcdo de sinais, que desencadeiam uma série de eventos
intracelulares, resultando na ativagdo também de NF-kB, além do c-Jun. Sabe-se que
esses fatores de transcricdo sdo responsaveis pela expressédo de importantes genes
relacionados, inclusive, a resposta febril (CHEN; GOEDDEL, 2002).

O TNF-a é considerado o principal mediador de inflamac&o aguda em resposta
a bactérias Gram-negativas, e 0 papel dessa citocina na resposta febril induzida pelo
LPS é documentado (CONTI et al., 2004). Devido ao fato da injecdo de TNFa ser
seguida de febre e de ser essa a primeira citocina que aparece em quantidades
mensuraveis na circulacdo apods diferentes estimulos pirogénicos, a sua acdao
pirogénica e seu papel na inducao da resposta febril tem sido sugeridos (CONTI et al.,
2004; ROTH, 2006). A inducéo de IL-1B pelo TNFa também é reportada (DINARELLO
et al., 1986), com os autores sugerindo ser esse um de seus mecanismos pirogénicos.

A familia da IL-1 modula a proliferacdo celular e inclui trés genes: IL-1q, IL-18 e
o IL-1RA (antagonista do receptor de IL-1B). Os agonistas, IL-1a e IL-13, parecem
exercer fungcbes proé-inflamatorias semelhantes, ligando-se ao receptor transmembrana
IL-1RI, que por sua vez requer a presenca de uma proteina acessoria (AcP) para a

transducdo de sinais. O IL-1RA € um antagonista competitivo altamente seletivo, que se
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liga também ao IL-1RI, mas ndo ativa a associacdo com a AcP, bloqueando assim
todas as acbes de IL-la e IL-1B. Todos os ligantes de IL-1 sdo formados como
precursores, dos quais a pro-IL-1a e a pro-IL-1RA sé&o biologicamente ativas. A pro-IL-
1B é inativa e necessita ser clivada pela enzima conversora de interleucina-1B(ICE),
uma cisteina-protease da familia das caspases (ROTHWELL; LUHESHI, 2000). A
ligacdo dos agonistas de IL-1 ao seu receptor induz o recrutamento de MYD88 ou seus
analogos, iniciando a ativacao da via IRAK/TRAF, que por sua vez leva a ativacao de
NK-kB e subsequente estimulagdo transcricional de mudltiplos genes, que incluem
agueles relacionados a mediadores inflamatérios como COX-2, além da autoinducéo de
IL-18 (CONTI et al., 2004).

A IL-1B tem a capacidade de induzir outras citocinas, bem como agir como um
pirogénio endogeno (ROTHWELL; LUHESHI, 2000). Os niveis de IL-13 estdo elevados
no plasma e no fluido cerebroespinal (CSF) de varias espécies, apos a aplicagcédo
periférica de LPS e outras substancias, levando a febre. A injecdo de IL-13 induz febre
em roedores, coelhos e humanos (CONTI et al.,, 2004), e essa febre pode ser
bloqueada pela administracéo central de anticorpo Anti IL-1 (LI et al., 2001). A IL-1 esta
também envolvida na manifestacdo de convulsdes febris (YU et al., 2012).

Ha relatos de aumento de IL-1RA enddgeno durante a inflamacéo, e esse fato
da suporte a hipdtese de que essa substancia age in vivo para limitar respostas
inflamatdrias, incluindo a febre, ao inibir a acédo biolégica da IL-18 (ROTH, 2006). O pré-
tratamento ou a superexpressdo de IL-1RA reduzem a febre induzida por IL-1(3
(LUHESHI et al., 1997; LUNDKVIST et al., 1999), por isso o IL-1RA é considerado uma
ferramenta experimental muito valida como um inibidor endégeno da IL-1. Com esta
funcdo, o IL-1RA possui inclusive uso terapéutico (ROTHWELL; LUHESHI, 2000).

Como um importante mediador de resposta do hospedeiro, a IL-6 é
prontamente sintetizada quando da presenca de um dano tecidual, tendo as suas
funcdes iniciadas através da ligacdo a seu receptor (CONTI et al., 2004). O IL-6R &
composto 468 aminodacidos, repartidos em duas cadeias polipeptidicas: um receptor de
IL-6 de 80 kDa e uma glicoproteina transdutora do sinal de 130 kDa (gp130). O receptor
de 80 kDa tem 2 variantes: a forma transmembrana e a forma sollvel (sIL-6R), essa
ltima presente no soro e fluidos teciduais (TANAKA; KISHIMOTO, 2014). Com relacao
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a via de transducao relacionada a IL-6, a ativacdo de gpl30 desencadeia a ativacao
das vias Janus quinase (JAK)-STAT3 e JAK-SH2-MAPK. A inducdo de uma série de
genes responsivos a IL-6 conta com a ativacdo de STAT3, que também estimula a
ativacdo de genes supressores de citocinas (NAKA et al., 1997; RUMMEL et al., 2004).

Junto com a IL-18, a IL-6 é considerada um dos principais pirogénios
endogenos (CONTI et al., 2004). Dentre todas as citocinas implicadas na febre, apenas
a IL-6 esta consistentemente aumentada no plasma e frequentemente elevada no
cérebro, em muitas condicbes acompanhadas de uma resposta febril. A IL-6 tem sido
apontada como uma importante citocina para as fases finais da resposta febril (ROTH et
al., 2004). A injecao de LPS em um air pouch subcutaneo levou a um aumento da
concentracao de IL-6 no plasma (MILLER et al., 1997) e uma elevacdo na temperatura
corporal, bloqueada pelo pré-tratamento com anticorpo Anti IL-6 (CARTMELL et al.,
2000).

Com essas observacfes e muitas outras existentes na literatura, ainda é
importante mencionar que as citocinas podem regular a producdo uma da outra: a IL-13
€ um dos mais importantes indutores de TNF-a, assim como o IL-6 e 0 TNF-a sdo
importantes estimuladores da producdo de IL-13, e tanto o IL-18 quanto o TNF-a
induzem IL-6 (CONTI et al., 2004). A IL-1B pode regular a resposta febril através da
modulacdo da producdo de outras citocinas, pirogénicas ou antipiréticas (ROTH,;
SOUZA, 2001). Em camundongos nhocautes para IL-6, nem a administracdo
intraperitoneal de LPS ou IL-1B, nem a administracdo i.c.v. de IL-1B3, induziram uma
resposta febril (CHAI et al., 1996).

Outra citocina que vamos abordar é o IFN, porque mesmo que essa substancia
ndo esteja na lista das principais citocinas pirogénicas, ela € peca fundamental na
fisiopatologia da doenca viral, objeto de parte de nosso estudo. O IFN-y é uma molécula
cuja producéao parece estar controlada por outras interleucinas, como a IL-12 e a IL-18.
Suas acdes dependem de sua ligacdo ao receptor de IFN funcional (IFNGR), composto
de duas cadeias de ligacdo, associado a duas cadeias de transduc&o de sinais. A
resposta biolégica mediada pela interagcdo do IFN ao seu receptor é mediada pela
cascata de fosforilagdes via JAK-STAT (SCHRODER et al., 2004).
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No caso de viroses, citocinas similares as das infec¢cdes bacterianas sao
liberadas, somadas a quantidades substanciais de IFN, e o melhor candidato a indutor
de citocinas em uma infeccéo viral é o dsRNA (MAJDE, 2000), representado em nosso
trabalho pelo Poli I:C. Ha muito tempo menciona-se que esse PAMP induz a producao
de interferons (WILLIAMS et al., 1982). Mais recentemente, encontramos dados na
literatura que sugerem a inducao de IFN tipo | (a e B) e tipo Il (y) pelo Poli I:C, em
modelos de doencga viral tanto in vitro (WU et al., 2007) e in vivo (WU et al., 2014).
Sabe-se que alguns tipos de IFN podem causar febre (DINARELLO, 2004), porém nao
h& dados de uma relacéo direta entre a producéo de IFN e o efeito pirogénico causado
pelo dsRNA.

As quimiocinas sdo uma grande familia de citocinas estruturalmente homélogas,
gue estimulam o movimento dos leucdcitos e regulam a migracdo destes do sangue
para os tecidos, além de estimular a producdo de novas citocinas e auxiliar em
diferenciacdes celulares (PEASE; WILLIAMS, 2006). Algumas delas comprovadamente
exercem papel na resposta febril, dentre as quais podemos citar a IL-8 (ZAMPRONIO et
al., 1994) e sua versao analoga em roedores (CINC-1) (SOARES et al., 2008), além do
CCL3 /MIP-1a (SOARES et al., 2009, 2013) e o CCL5/RANTES (TAVARES; MINANO,
2000). Esses estudos sugerem a sintese central dessas substancias, em mecanismos
dependentes (TAVARES; MINANO, 2000; SOARES et al., 2008) ou independentes
(ZAMPRONIO et al., 1994; SOARES et al, 2009) de prostaglandinas.
Interessantemente, o CCL3/MIP-1a ndo esta envolvido na resposta febril induzida pelo
LPS (SOARES et al., 2009), fato que sera comentado na sequéncia.

Existem vérias hipoteses que tentam explicar como as citocinas pirogénicas,
guando geradas perifericamente, modificam a atividade neuronal dentro da PO/HA no
processo de inducdo da resposta febril. A primeira destas hipoOteses, € que esta
traducdo ocorre em alguma regido de contato estreito entre o sangue e as células
neuronais. O orgdo vascular da lamina terminal (OVLT) é um possivel candidato, pois
esta regido apresenta a barreira hematoencefélica mais permeéavel e esta proxima a
PO/HA (BLATTEIS, 1992). Assim, estas citocinas poderiam adentrar o sistema nervoso

central através da OVLT e atuar diretamente na PO/HA.
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Essa primeira hipotese é aceita em partes: as evidéncias apontam para a
importancia dos 6rgdos circumventriculares, em especial a OVLT, na transmissao
central da resposta febril. No entanto, grande parte dos experimentos que levaram a
essas conclusbes se baseiam em lesBes nessa area, que atenuam a resposta febril
induzida por LPS. Esses resultados fornecem informacgOes para a importancia dessa
regido na fisiopatologia da febre, porém ndo da suporte a hipétese de que as citocinas
periféricas chegam ao SNC através desses 0rgdos. Além disso, as lesdes nos 6rgaos
circumventriculares promovem efeitos colaterais nos animais como inapeténcia e
desidratacao, fatores que poderiam afetar os mecanismos de resposta febril. Assim,
essa primeira hipotese parece logica, porém, recebeu pouco suporte experimental
(apud DINARELLO, 2004).

Outro possivel mecanismo seria a ligagdo de citocinas ao endotélio vascular
cerebral, gerando mediadores centrais. A ligacdo de IL-13 em receptores nas células
endoteliais poderia resultar na liberacdo de substancias neuroativas (por exemplo, as
prostaglandinas, PGs) na porcdo interna da barreira hematoencefalica gerando
posteriormente a resposta febrii (CAO et al., 1996). Neste caso, as citocinas
necessariamente ndo atravessariam a barreira hematoencefalica.

Essa hipotese tem ganhado forcas nos Ultimos anos, considerando ainda as
atualizacdes a respeito das definicbes e fungbes da barreira hematoencefalica (BHE)
gue, mais do que uma barreira, tem sido vista como um transdutor de sinais
especializado (ROMANOVSKY, 2007). Os tipos celulares envolvidos na comunicagao
através da BHE tém sido também estudados, e as células perivasculares (ELMQUIST
et al., 1997) ou as endoteliais (YAMAGATA et al.,, 2001) sdo apontadas como as
principais produtoras de PGE,. Outros estudos demonstram que ambos os tipos
celulares estdo envolvidos, e que seu envolvimento depende da natureza do estimulo
envolvido, da dose e do tempo poés-administracdo (SCHILTZ; SAWCHENKO, 2002;
KONSMAN et al., 2004).

A terceira hipétese considera a existéncia de um transporte das citocinas através
da barreira hematoencefalica mediado por carreadores especificos. Banks e
colaboradores examinaram sistematicamente o transporte de varias citocinas para o

cérebro e, utilizando um procedimento de analise de regressdo altamente sensivel,
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demonstraram que IL-1a, IL-1B, IL-6 e TNF-a séo transportados através da barreira
hematoencefalica por carreadores especificos e saturaveis (BANKS et al., 1991, 1994;
PAN et al., 1996). Embora existam evidéncias da existéncia destes transportadores, sua
natureza ndo é conhecida.

Embora a lista de citocinas que utilizam o transporte por carreadores tenha
aumentado substancialmente (BANKS et al., 2003), a significancia fisiologica deste
mecanismo também é dificil de ser provada. Uma derivacdo dessa hipétese tem sido a
proposta que as citocinas podem alcancar o tecido cerebral através de difusdo pela
lamina basal (MERCIER et al., 2003).

Ha também evidéncias da participacdo de nervos aferentes periféricos na
comunicacgao entre o sistema imune e o hipotalamo. A vagotomia subdiafragmatica foi
capaz de bloquear a resposta febril induzida pela administragéo intraperitoneal de 1L-13
e LPS (WATKINS et al., 1995; WERNER et al.,, 2003). A febre induzida por baixas
doses de LPS em uma bolsa de ar subcutanea foi atenuada pelo uso do anestésico
local ropivacaina, nessa mesma camara, provendo mais evidéncias da participagdo
parcial de nervos aferentes na manifestacdo de algumas respostas febris (ROSS et al.,
2000).

A divisdo hepatica do nervo vago parece estar envolvida neste processo,
sugerindo que pirogénios enddgenos produzidos no figado ndo precisariam chegar ao
sistema nervoso central através da circulacdo sanguinea, mas que estimulariam
aferentes vagais que, uma vez estimulados, levariam a mensagem até o sistema
nervoso central (SIMONS et al., 1998). Essa suspeita foi reforcada por uma grande
guantidade de dados, que incluem a demonstracdo da inducgéo inicial, pelo LPS, da
sintese hepética de PGE,. Foi também mostrado que a infusdo intraportal de IL-1
aumenta o grau de descargas de nervos aferentes vagais e que receptores de IL-1 e de
PG estao presentes nos paraganglios vagais (GOEHLER et al., 1998). No entanto, vale
reforcar que, ao que tudo indica, esse mecanismo é mais importante em febres
monofasicas (ROMANOVSKY, 2007) e pode também depender de outros fatores, como
a via de administracdo do pirogénio exdgeno (BLATTEIS et al., 2005).

Qualquer que seja a via de comunicacdo com a area PO/HA, os eventos podem

levar & sintese e liberacdo de mediadores centrais, entre eles: PGE,, PGF,q € PGD;
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(MILTON, 1989; COELHO et al.,, 1993; GAO et al., 2009), horménio liberador de
corticotrofina (CRH) (ROTHWELL, 1989), opidides enddégenos (BLATTEIS et al., 1991,
FRAGA et al., 2008), substancia P (BLATTEIS et al., 1994; REIS et al., 2011), ET-1
(FABRICIO et al., 1998) e canabinoides enddégenos (FRAGA et al., 2009). A liberacao
dos mediadores centrais resulta em um reajuste do termostato hipotalamico, que
passaria a controlar a temperatura corporal a niveis acima dos valores normais para

cada espécie.

1.5 Mediadores Centrais da Resposta Febril

1.5.1 Prostaglandinas

Até agora, revisamos que 0s pirogénios exogenos podem induzir a producéo de
pirogénios enddgenos, através da ativagdo da sinalizacdo de TLR. Tanto os pirogénios
exdgenos quanto os endogenos podem estimular a sintese de PGs, como veremos
adiante. O papel das PGs, particularmente da PGE,, em mediar a febre, esta bem
documentado, com uma grande quantidade de dados na literatura que investigou a
acdo da PGE; ap6s administracdo central ou periférica, bem como a sua liberagcao
enddégena durante a febre (BARTFAI; CONTI, 2011). A resposta febril induzida por IL-1
e IL-6 pode ser suprimida pela inibicdo da atividade de COX-2 (CAO et al., 2001). Além
disso, células da microvasculatura cerebral estimuladas por IL-6 podem induzir a via da
COX-2 em areas relacionadas a resposta febril (RUMMEL et al., 2006).

A sintese das prostaglandinas consiste basicamente de trés etapas de reacgdes,
catalisadas por Fosfolipases A, (PLA;) secretdrias e citosdlicas, COXs e PG sintetases
(PGES)(apud IVANOV; ROMANOVSKY, 2004). Inicialmente, o acido araquidénico (AA)
é liberado dos fosfolipideos de membrana através da acdo da PLA,. Em seguida, ele é
convertido a PGG; e entdo a PGH; pela COX. Na sequéncia, a PGH, sofre isomerizacao
para PGE; pela PGES terminal. Cada passo dessa sequéncia pode ser catalizado por
muitas enzimas nao-homoélogas e/ou multiplas isoformas da mesma enzima. Com
detalhes, Ivanov e Romanovsky revisaram que a febre induzida pelo LPS é

acompanhada pela up-regulation de quatro enzimas de sintese de PGE, (PLA:
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secretoria, PLA; citosélica, COX-2 e PGES microssomal), além da down-regulation de
todos os carreadores de PGE, e enzimas desidrogenases, em diferentes fases da
resposta febril, e sugerem inclusive que todas essas enzimas podem ser futuros alvos
para terapéutica antipirética (IVANOV; ROMANOVSKY, 2004).

Existem pelo menos quatro tipos de receptores de PGE,, EP; a EP4, expressos
no hipotadlamo. Todos eles pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G
(OKA, 2004). A ligacdo de PGE, ao seu receptor ativa uma proteina G que inibe a
atividade da enzima adenilato ciclase, reduzindo os niveis de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc). O AMPc aumenta a sensibilidade térmica de neurdnios sensiveis ao
calor, portanto a sua reducdo pode levar ao aumento do ponto de regulagem da
temperatura corporal (STEINER et al., 2002).

Em relacdo a febre e PGE,, estudos mostraram que o papel principal é
desempenhado pelo receptor EP3; e, em menor grau, pelo EP; (IVANOV;
ROMANOVSKY, 2004). No entanto, como a PGE, muda o termostato regulatorio
levando a resposta febril, ainda € objeto de estudos. As informagBes mais relevantes
dizem respeito a estudos eletrofisiolégicos que demonstram que a PGE, aumentou a
termossensibilidade de neurbnios sensiveis ao calor, via receptores EP; (BOULANT,
1998). Também existem evidéncias eletrofisiologicas (MATSUDA et al., 1992; RANELS;
GRIFFIN, 2003, 2005) e de microinjecoes (SCAMMELL et al., 1996) que corroboram o
efeito desta PG sobre estas estruturas. Ainda, diferentes populacdes de neurdnios pré-
opticos que expressam receptores EP3; projetam para duas regides cerebrais
simpatoexcitatérias que, envolvidas com a resposta febril, refletem diferentes
mecanismos de controle para a termogénese no tecido adiposo marrom (importante
para febre em roedores e recém-nascidos humanos) e para a vasoconstricdo (TANAKA
et al., 2009; NAKAMURA et al., 2010).

A PGF,, também parece exercer um papel relevante na inducdo da resposta
febril, pois a sua administracdo por via i.c.v. promove aumento da temperatura corporal
em ratos e coelhos (MORIMOTO et al., 1988; ROTHWELL, 1990). A administracao i.p.
de LPS também parece aumentar os niveis dessa prostaglandina no CSF de animais
(COELHO et al., 1993). Outra prostaglandina, a PGD,, tem sido envolvida na produgéo

da febre induzida por LPS, sendo esta sintetizada pela PGD sintetase hematopoiética.
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No entanto, desconhece-se qual dos pirogénios enddgenos conhecidos é capaz de
ativar sua sintese (GAO et al., 2009).

Embora a via classica de inducédo da febre envolva a inducdo de mediadores
centrais via citocinas pirogénicas, algumas inconsisténcias referentes ao tempo de pico
de citocinas e aumento da temperatura corporal tem levado a suspeita de vias diretas
de inducédo de PGs. Blatteis e colaboradores (2005) fazem uma revisao interessante
sobre esse tema, postulando vias de liberacdo rapida de PGE;, independentes dos

niveis de citocinas na circulacdo (BLATTEIS et al., 2005).

1.5.2 Endotelina

A ET-1 é o membro predominante da familia das endotelinas. E um peptideo
conhecido como um potente vasoconstritor derivado de células endoteliais, e com
funcbes importantes em varios sistemas biolégicos, como o musculo cardiaco, rins,
pulmdes e cérebro, entre outros. Exerce suas funcdes através da ligacdo a receptores
acoplados a proteina G, denominados ETa € ETg (BARTON; YANAGISAWA, 2008). A
ET-1 também possui propriedades pirogénicas, como demonstrado por Fabricio e
colaboradores (FABRICIO et al.,, 1998, 2006). A administracdo de Bosentan,
antagonista néao seletivo de receptores para ET-1, reduziu a resposta febril induzida por
LPS em ratos. Além disso, através da administracdo de antagonistas especificos,
verificou-se que o receptor ETg € responsavel pelas acfes deste peptideo na febre
(FABRICIO et al., 1998).

Quanto a participacdo da ET-1 como mediador central da resposta febril, foi
observado que o antagonista de receptor ETg, denominado BQ788, reduziu a febre
induzida pelo CRF e pelo fator pirogénico pré-formado em macréfagos (PFPF)
(ZAMPRONIO et al., 2000) (que interessantemente, assim como IL-8, MIP-1a e a
propria ET-1 induz febre independente da sintese de PGs), mas ndo modificou a febre
induzida por IL-18, TNF-q, IL-6, IL-8 ou pelas prostaglandinas (FABRICIO et al., 2006),
sugerindo uma relacéo direta na ativacdo da endotelina com os primeiros, porém nao
com os ultimos agentes citados. Malvar e colaboradores reportaram aumentos nas
concentracdes de PGE,; no CSF e no hipotdlamo de ratos submetidos & administracdo

de ET-1, mesmo que 0 aumento nas concentracdes de PGE;, ndo pareca desempenhar
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algum papel na resposta febril induzida por essa substancia, visto que os autores
corroboraram o fato da febre promovida por esse peptideo ser independente de
prostaglandinas. (MALVAR et al., 2011).

1.5.3 Opioides

Os opioides exogenos sdo conhecidos ha séculos pelas suas propriedades
analgésicas, muito tempo antes do advento dos estudos que caracterizaram O0sS
receptores opioides e os peptideos opioides enddgenos, estes por sua vez datados a
partir da segunda metade do século XX. Outros efeitos caracterizam essa classe de
farmacos, com a¢des nos sistemas respiratdrio, imune e gastrintestinal, entre outros. As
acOes dos opioides exdgenos e dos peptideos opioides enddgenos no organismo, bem
como as diferentes interagbes com o0s receptores opiodes os efeitos no organismo
ainda sao ponto de pesquisa e discussdo (MCDONALD; LAMBERT, 2005).

Atualmente sdo considerados receptores opioides o MOP (u), KOP (k), DOP (d)
e NOP (orfanina FQ). Todos eles sédo receptores acoplados a proteina G inibitoria.
Outros subtipos de receptores foram sugeridos, como 0 receptor sigma (o), porém
foram destituidos baseados na falta de sensibilidade ao antagonista naloxona
(ALEXANDER et al., 2013).

As acOes dos opioides na termorregulacéo sao governadas pelos receptores K,
0 e U. A ativacao dos dois primeiros parece exercer funcdo hipotérmica, enquanto o
receptor pu estd mais envolvido numa resposta de aumento da temperatura corporal
(RAWLS; BENAMAR, 2014).

Importantes publicacdes a respeito do envolvimento do sistema opiodérgico em
mecanismos da resposta febril foram feitos nos anos 80 do século passado, com as
publicacbes de Nakashima e colaboradores (NAKASHIMA et al., 1987, 1988), que
avaliaram a capacidade da naloxona em bloquear efeitos estimulatérios promovidos
pelo IFN-a em neurdnios termossensiveis do hipotalamo. Anos mais tarde, Blatteis e
colegas observaram que esse mesmo antagonista opidide era capaz de reduzir a
resposta febril induzida pelo LPS em cobaias (BLATTEIS et al., 1991). Esses autores

sugeriram que o receptor envolvido nesse processo era o receptor [, pois, mesmo
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sendo a naloxona considerada um antagonista ndo-seletivo, sua maior afinidade € por
esse receptor. A sugestdo foi confirmada por Benamar e colegas, que utilizaram o
CTAP, antagonista | opioide, em pré-tratamento por via hipotalamica, em ratos, para
reduzir a resposta febril induzida perifericamente pelo LPS (BENAMAR et al., 2000).

Em 2008, Fraga e colaboradores demonstraram que os opidides endbgenos,
através da ativacdo de receptores |, participam da resposta febril induzida pelo LPS e
outros agentes pirogénios, como o TNF-q, IL-6, ET-1 e CRF, porém néo por IL-13 e por
prostaglandinas (FRAGA et al., 2008). E importante salientar que se explica neste
estudo que, mesmo a administragdo de morfina, um agonista p-opibide sintético, produz
uma resposta febril efetiva, com alteracdo dos mecanismos de conservacéo de calor do
organismo, induzindo vasoconstricdo periférica. Portanto, o efeito deste conhecido
analgésico ndo se trata de uma hipertermia (elevacdo da temperatura corporal sem
alteracdo do ponto de regulagem de temperatura no hipotalamo) o que promoveria

vasodilatagdo e ndo vasoconstricao periférica.

1.5.4 Substancia P

O peptideo taquicinérgico Substancia P é conhecido principalmente por suas
acbes na transmissdo do estimulo nocivo. A sua presenca em células inflamatérias
também € reportada, e suas fungBes no sistema imune, estudadas. Seus efeitos em
eventos inflamatérios sdo exercidos especialmente pelos receptores metabotrépicos
NK1, sendo a substancia P o principal agonista desse receptor, seguido das
neurocininas A e B. Os efeitos da ligacdo da substancia P ao seu receptor envolvem a
transducdo de sinais via proteina Gq, e podem envolver a modulacdo das respostas
estimuladas por citocinas, quimiotaxia de macréfagos e a regulacéo de replicagéo viral,
como do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (TULUC et al., 2009).

Alguns autores observaram que a administracdo central de substancia P causa
aumento no indice metabdlico, uma diminuigdo na perda de calor e, consequentemente,
uma elevacéao regulada da temperatura corporal (BLATTEIS et al., 1994). Ainda, alguns
estudos demonstraram que a substancia P participa da resposta febril induzida por LPS
(SZELENYI et al., 1997). Foi demonstrado ainda que a administracdo central do

antagonista de receptores NK;, SR140333, reverteu a resposta febril induzida por LPS,
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TNF-q, IL-6 e PGE,, mas ndo aquela induzida por IL-18 e MIP-1a (BRITO, 2011; REIS
et al., 2011).

1.5.5 Qutras substancias

Os pirogénios enddgenos e mediadores centrais discutidos acima possuem
uma atividade bem descrita. No entanto, existem outros pirogénios e mediadores cuja
participacdo na resposta febril foi descrita. Dessa maneira, estudos que digam respeito
as interrelagcbes destes mediadores com outros ainda necessitam de maiores
esclarecimentos.

Rothwell e colaboradores sugeriram que os efeitos pirogénicos de citocinas
como IL-1a e IL-6 e da PGF,, sdo mediados pelo CRF, visto que o antagonista deste
peptideo (CRFg.4;) foi capaz de reverter o aumento da temperatura corporal, induzido
por essas substancias (ROTHWELL, 1989, 1990; STRIJBOS et al., 1992).
Posteriormente, Harden e colaboradores demonstraram que IL-1 e IL-6 agem
sinergisticamente para induzir febre e comportamento de doenca (sickness behaviour)
(HARDEN et al., 2008). No entanto, a inducdo de febre ocorre em doses menores e
independentemente da inducdo de comportamento de doenca. Por outro lado, a
resposta febril induzida por IL-1a e por TNF-a ndo foi modificada por antagonista do
CRF, demonstrando que estas citocinas ndo dependem deste mediador (STRIJBOS et
al., 1992), mas dependem da sintese de PGs, particularmente PGE,, visto que a
resposta febril pode ser inibida por indometacina (WATANABE, 1992; KAGIWADA et
al., 2004; WERNER et al., 2006). Este mesmo efeito do CRFg.4; foi observado por
Zampronio e colaboradores na resposta febril induzida pela IL-8, que, assim como MIP-
la induz uma resposta febril independente de prostaglandinas (ZAMPRONIO et al.,
1994, 2000; MINANO et al., 1996).

Outro sistema que parece exercer funcdes na resposta febril € o canabinoide.
Em 2009, Fraga e colaboradores induziram uma resposta febril com administracdes
centrais do endocanabinoide Anandamida. Essa resposta febril parece ser mediada por
receptores CB1. Ainda, o pré-tratamento com o mesmo antagonista seletivo para
receptores canabinoides CB1 atenuou a febre induzida por LPS (FRAGA et al., 2009).



31

Um esquema das principais substancias envolvidas na resposta febril induzida

pelo LPS pode ser observado na Figura 02.

MIP-1a

= (- E
| ! 1 |

Figura 2: Principais mediadores da resposta febril. O lipopolissacarideo (LPS) estimula a liberacao de
citocinas pirogénicas, em especial TNF-a, IL-1 e IL-6, que por sua vez levam a ativagdo de mediadores
centrais, numa via dependente de prostaglandinas (PGE, e PGF,,) e que também pode envolver o fator
de liberacdo de corticotrofina (CRF). As citocinas pirogénicas podem também regular a producdo uma da
outra. A via dependente de prostaglandina esta representada pelos quadros mais escuros. Uma via
independente de prostaglandinas (quadros brancos) também pode ser ativada apos a administracao de
LPS, envolvendo o fator pirogénico pré-formado (PFPF), derivado de macréfagos. Essa via tem a
participacao do CRF e endotelina-1 (ET-1). Sabe-se que a substéncia P (Subs P) esta envolvida na febre
do LPS, porém sua cascata de eventos ainda ndo estd completamente elucidada. Todas as vias do LPS
parecem envolver a participacdo de opioides, com excecdo da regido representada pelo losango com
tracos. O sistema canabinoide também parece desempenhar importante papel em alguns passos dessas
vias. O MIP-1a é uma citocina pirogénica que néo parece estar envolvida na resposta febril induzida pelo

LPS, porém promove resposta febril através da ativacdo de CRF. Adaptado de FRAGA, 2004.



32

1.6 Regides cerebrais e Circuitos neurais envolvido s na Resposta Febiril

Os circuitos centrais neurais que comandam as funcdes relacionadas a
manutencdo da temperatura corporal durante as mudancas na temperatura ambiente
sdo 0S mesmos responsaveis pelas alteracbes na temperatura corporal durante a
resposta inflamatéria (MORRISON; NAKAMURA, 2011). Desse modo, a0 mesmo tempo
em que estudamos febre, necessitamos de uma revisdo concernente aos comandos
termorregulatorios dos organismos endotérmicos.

Desde os primeiros modelos de termorregulacdo propostos por Hammel nos
anos 60 do século passado, sabe-se que a regido cerebral envolvida nesse processo é
a PO/HA (BOULANT, 2006). Embora os neurbnios responsivos a uma mudanca de
temperatura possam ser encontrados em varios lugares do SNC, aqueles existentes na
PO/HA e em outras sub-regides do hipotdlamo anterior tém sido os mais estudados
porque a maioria das respostas termorregulatorias € dependente da integridade dos
neurdnios dessa regido (ROMANOVSKY, 2007).

Dessa maneira, o centro termorregulatorio central recebe informacdes através
de vias neuronais aferentes sensoriais: temperaturas do ambiente a partir de
termorreceptores na pele, temperaturas viscerais a partir de fibras termossensoriais na
cavidade abdominal e temperaturas centrais a partir de neurdnios termossensiveis no
cérebro de medula espinal (CLIFFER et al., 1991; MORRISON, NAKAMURA, 2011;
NAKAMURA, 2011) . No caso de infecgdo, sinais imunes emitidos para o cérebro
liberam a producédo local de mediadores pirogénicos, que por sua vez sdo entao
percebidos pelo centro termorregulatorio (NAKAMURA, 2011). A figura 3 representa
um esquema simplificado da estrutura termorregulatoria.

Os termorreceptores da pele estdo situados estrategicamente para detectar
mudancas na temperatura ambiental. Apesar das suas caracteristicas moleculares
ainda ndo estarem totalmente elucidadas, sabe-se que a familia dos canais de cations
do receptor de potencial transiente (TRP) € necesséaria na sensacdo de temperatura.
Entre os receptores dessa familia, 0o TRPMS8 é ativado apos resfriamento (temperaturas
menores que 27°C) e distribuido nos terminais periféricos livres de fibras

somatossensoriais do tipo C na pele. Ainda, receptores TRPV3 e TRPV4 séo os canais
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TRP ativados por calor in6cuo, e estdo abundantemente expressos na epiderme, além
de estarem em menor quantidade em ganglios somatossensoriais (NAKAMURA, 2011).

Também existem sensores periféricos mais profundos no organismo, que
respondem a temperatura corporal interna, localizados em algumas visceras e grandes
vasos, entre as fibras aferentes dos nervos vago e esplancnicos, distribuidas pelo
abdome (CLIFFER et al., 1991; MORRISON; NAKAMURA, 2011; NAKAMURA, 2011).
Vérios canais TRP, incluindo os ja citados, estdo expressos em neurdnios aferentes
vagais (NAKAMURA, 2011).

Na PO/HA e regides, sdo encontradas diferentes populacbes de neurdnios
envolvidas na manutencdo da temperatura corporal a partir do seu termostato
regulatorio (set point): neurbnios sensiveis ao calor, neurdnios insensiveis a
temperatura, neurénios efetores de perda de calor e neurdnios efetores de producéo de
calor. Os neurbnios insensiveis a temperatura correspondem a grande maioria da
populagéo, cerca de 70%. (BOULANT, 2006).

Os neurbnios sensiveis ao calor apresentam despolarizacdo de membrana
espontanea e sdo considerados como marca-passos (ZHAO; BOULANT, 2005). Séo
eles os principais responséaveis pelas respostas de defesa autonémicas tanto contra o
frio quanto contra o calor (ROMANOVSKY, 2007).

Durante a febre, a PGE, age como um poderoso mediador pirogénico
endégeno na POA, como ja comentado anteriormente. Esses dados foram refinados
guando nanoinjecbes de PGE; dentro da POA revelaram que os locais responsivos
eram a area pre-optica média (MPO) e a area pré-6ptica mediana (MnPO) (SCAMMELL
et al., 1996). Nessas regides, o subtipo EP3 de receptor de PG esta localizado em
muitos corpos celulares e dendritos de neurénios (NAKAMURA et al., 2000). Além
disso, a delecdo genética do receptor EP3 especificamente em neurdnios distribuidos
na MnPO e na MPO suprimiram grande parte da resposta febril induzida por PGE; ou
endotoxina (LAZARUS et al., 2007).

Neurdnios na MnPO e MPO que expressam o receptor EP3, potencialmente a
populagcdo de neurdnios sensiveis ao calor descritos acima, normalmente mantém uma
inibicdo tdnica gabaérgica dos neurbnios termogénicos. Durante a resposta febril, a

PGE;, produzida local ou sistemicamente, se liga ao receptor EP3 e atenua a atividade
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tbnica de disparos através da reducdo dos niveis de AMPc intracelulares que, por sua
vez, levam a desinibicdo de neurdnios termogénicos e ativacdo de efetores
termorregulatérios a fim de aumentar a producdo de calor e reduzir a perda de calor
(MORRISON; NAKAMURA, 2011).

Ainda segundo o modelo de Hammel, neurdnios sensiveis ao calor e
insensiveis a temperatura enviam impulsos sinapticos para neurdnios efetores, que vao
por sua vez controlar respostas termorregulatorias (BOULANT, 2006). A informacéo de
temperaturas periférica e central, sinais imunes, dentre outros parametros
homeostaticos, liberada para o centro termorregulatério, € integrada e entdo, o centro
prové sinais de comando para efetores periféricos através de vias eferentes
neuroenddcrinas e neurais (NAKAMURA, 2011), também representados na Figura 3.

A comunicacdo entre periferia e SNC envolve pelo menos duas vias
ascendentes importantes: a via espinotalamocortical (de sensacéo e percep¢ao térmica
cutdnea, e que sera responsavel pelas respostas comportamentais de
termorregulacdo), e a espino-parabraquio-préoptica (essa Ultima responsavel pela
ativacdo de respostas de termorregulacdo auton6micas) (ROMANOVSKY, 2007;
MORRISON; NAKAMURA, 2011).

Os mecanismos efetores para a defesa ao frio incluem o comportamento
termorregulatério para reduzir a perda de calor, vasoconstricdo cutanea para conservar
o calor no interior do corpo, piloerecdo, termogénese sem calafrios (non-shivering)
através do tecido adiposo marrom (TAM) e termogénese com calafrios (shivering) no
musculo esquelético. Mecanismos de defesa contra o calor excessivo incluem o
comportamento termorregulatério para aumentar a perda de calor, vasodilatacdo
cutdnea a fim de facilitar a perda do calor, evaporacdo através do suor, saliva ou
respiracdo ofegante, empregados em diferentes graus, dependendo da espécie animal
(MORRISON; NAKAMURA, 2011).

Essas vias efetoras dependem de controles através de ganglios simpaticos
medulares, que recebem impulsos diretos de células localizadas primariamente na area
peripiramidal / rafe da medula, que por sua vez estdo sob o controle de neurbnios
hipotalamicos (nucleos dorsomedial e paraventricular), do tronco cerebral (substancia

cinzenta periaquedutal e &rea tegumental ventral) e da ponte (locus coeruleus)
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(ROMANOVSKY, 2007; MORRISON; NAKAMURA, 2011). A populacdo de neurbnios
da PO/HA que expressam receptores EP3 inerva diretamente o hipotalamo dorsomedial
e a regido da rafe medular rostral. Essas regides contém neurdnios cuja ativagao leva a
termogénese, vasoconstricdo cutanea e taquicardia (Figura 3) (NAKAMURA, 2011).

Em um resumo simplificado, receptores periféricos enviam respostas de calor
ou frio aos neurbnios sensiveis a calor. Se a resposta for de calor, o estimulo levara a
um aumento nos disparos dos neurbnios sensiveis ao calor, e inibira os disparos dos
neurdnios insensiveis a temperatura, levando a ativacdo de neurdnios efetores de calor,
gue levam a respostas de perda de calor. Se a resposta for de frio, os disparos serao
mais espacados e a frequéncia de disparos dos neurdnios sensiveis ao calor diminui

(inibicdo), o que resulta numa resposta de producéo de calor.

Sinal direto

(Fasdforward) Temperaturada pele <= Nudancastérmicasno ambiente

Mediadorpirogénico ' <= Sistemaimune <= Infeccido

Temperaturano SNC
i Temperaturana medula espinal
erenis f‘r'— Temperaturavisceral

Integragdo POA

k\"""’* Termogénese (TAM)
— Vasomogdocutanea

Taquicardia

Ciclo de feadback

Eferente

Temperatura corporalinterna

Somatico S’im;_)ético

Termogénese (shivering)

Figura 3: Esquema conceitual do sistema termorregul atorio. O sistema aferente é ativado por
termorreceptores localizados na pele, visceras ou SNC, ou ainda através de moléculas pirogénicas.
Sinais s&o integrados no centro termorregulatério, bem como alteragBes organicas séo requeridas
através da via eferente, com o intuito de coordenar a homeostase térmica. Adaptado de NAKAMURA,
2011.
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Outras regides cerebrais que ganham destaque nos estudos da resposta febril
sdo os chamados 6Orgdos circunventriculares (CVOs). Estes 6rgdos sao estruturas
cerebrais dotadas de uma vascularizacdo intensa, células em contato direto com o
sistema cerebrovascular, e auséncia de uma funcdo de barreira hematoencefalica
classica. Similaridades funcionais e estruturais sdo observadas em um subgrupo
dessas estruturas: o o6rgdo vascular da lamina terminal (OVLT), o érgdo subfornical
(SFO) e a area postrema (AP) (JOHNSON; GROSS, 1993). Esses CVOs possuem
capilares com um endotélio fenestrado, envolto por espacos perivasculares, e o
parénquima dessas estruturas € composto por células da glia e corpos de neurdnios,
processos dendriticos e axonais e terminais que revelam conectividades multiplas
reciprocas com outros nucleos hipotalamicos e extra-hipotalamicos (TANAKA et al.,
20009).

Devido a essas propriedades, a SFO, a OVLT e a AP podem agir como
sensores de mensageiros quimicos circulantes, incluindo os pirogénios endogenos, e
por esse motivo sdo utilizados com frequéncia em estudos da resposta febril. As
primeiras evidéncias experimentais dos CVOs na manifestacdo da febre foi atraves de
lesbes nessas estruturas, 0 que resultava em uma menor responsividade eletrolitica
apos estimulacao sistémica com pirogénios (BLATTEIS, 1992; TAKAHASHI et al, 1997).
Mais tarde, Romanovsky e colegas, em uma reavaliacdo desses experimentos,
confirmaram a perda da resposta febril induzida por IL-18 em ratos com les&o na OVLT.
No entanto, esses autores salientaram alguns efeitos colaterais induzidos por essas
lesbes, como uma pronunciada hipertermia de longa duracdo, o que pode interferir
significativamente nos experimentos. Dessa forma, foi sugerido que técnicas néo-
invasivas poderiam ser mais Uteis para fornecer evidéncias de um papel da OVLT e
demais estruturas como sensores de pirogénios circulantes (ROMANOVSKI et al.,
2003).

A expressdo tanto de receptores para citocinas pirogénicas quanto de TLRs
(apud OTT et al., 2010), deu suporte para as evidéncias de que pirogénios endogenos e
exodgenos podem ser detectados pelos CVOs sensoriais, induzindo respostas celulares
diretas, contribuindo assim para a manifestacdo de sintomas centrais relacionados a
resposta febril (OTT et al., 2010).
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A ativacdo de células nas estruturas acima citadas, em resposta a um estimulo
com moléculas inflamatérias, pode ser caracterizada por eletrofisiologia ou pela

demonstracao, nessas estruturas especializadas, da translocacéao nuclear de fatores de

transcricdo, como o NFkB e STAT-3 (DEESEN, FERGUSON, 2003; ROTH et al., 2004,

RUMMEL et al., 2006). Ainda, mudancas na concentracao intracelular de célcio ([Ca*')
podem ser medidas em cultivos de células nervosas para elucidar a sinalizacdo de
céalcio mediada por LPS ou outros pirogénios exdgenos (WUCHERT et al., 2008; OTT et
al., 2012), sendo esse experimento realizado no presente estudo. A Figura 4 mostra
imagens de fotomicrografias das duas regifes utilizadas em nossos experimentos,
OVLT (Fig.4-A) e MnPO (Fig.4-B).

Figura 4: Fotomicrografias da OVLT e da MnPO em rat 0s. A imagem (A) representa a OVLT intacta,
assinalada pelo asterisco. Fonte: COLLISTER et. al, 2013. A imagem (B) representa a MnPO, em torno
do tragcado vermelho. Fonte: imagem gentilmente cedida por Daniela Ott (arquivo pessoal).
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1.7 Justificativa

Todas estas vias de inducdo de febre descritas acima, desde a sintese de
pirogénios enddgenos até a efetivacdo de resposta de producédo e retencdo de calor,
sao bastante complexas. A compreenséo dos detalhes de sua inducao, interagdo com
diversos sistemas, novas moléculas pirogénicas e de como estas moléculas interagem
dentro do sistema, bem como novas maneiras de bloquear o sistema, sdo Uteis ndo
somente para se entender a febre per se (e consequentemente como controla-la mais
adequadamente durante processos inflamatorios e infecciosos), mas também para se
entender como se processa a comunicagdo entre o sistema imune e o sistema nervoso
central. No entanto, ndo sabemos claramente se estas vias, especialmente
estabelecidas utilizando como estimulo pirogénico o LPS (portanto, infec¢cdes com
bactérias Gram-negativas) ocorrem também em outras situagdes clinicas. Esta € a
razdo pela qual esse trabalho foi proposto. Propusemo-nos elucidar alguns dos
mecanismos envolvidos na inducdo de resposta febril por PAMPs que interagem com
outros TLRs que ndo o TLR4, como o LPS. Nossos estudos enfocaram o Zimosan,
agonista TLR2 de origem fangica, e o Poli I:.C, agonista TLR3 de origem viral, com o
propésito de entender melhor a resposta febril induzida por essas substancias e, em
consequéncia, estabelecer modelos mais claros de doencas fungicas ou virais. Uma
vez detectadas diferencas entre os modelos de resposta febril, seria possivel
determinar alvos farmacoldgicos mais especificos para determinadas respostas febris,
dependendo da sua origem. Ainda, poderiamos compreender melhor como a ativacao
de diferentes respostas periféricas afeta o sistema nervoso central, particularmente com
relacdo a febre, mas que poderiam abrir caminho para o entendimento destas

interac6es em outras condicdes patoldgicas como depressado e doencgas degenerativas.
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2.1 Objetivos Gerais

Investigar se na resposta febril induzida pelos PAMPs Poli I:C e Zimosan os

mediadores envolvidos sao os mesmos da resposta febril induzida pelo LPS

e, se estes ativam células provenientes de areas cerebrais relacionadas a

febre.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Determinar as doses efetivas de Zimosan e Poli I:C para inducdo de

2.2.2

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

2.2.6.

aumento da temperatura corporal e se, na dose selecionada, esta
resposta € acompanhada por vasoconstricdo periférica.

Avaliar a participagdo de IL-13, TNF-a e IL-6 na resposta febril
induzida pelos diferentes PAMPs, utilizando antagonistas e
anticorpos especificos.

Avaliar a participacdo de mediadores centrais como PGE,, ET-1,
opidides e substancia P, utilizando inibidores de sintese e
antagonistas especificos.

Avaliar a presenca de TNF-qa, IL-1B3, IL-6 e PGE; no plasma e CSF
de animais submetidos a doses pirogénicas dos PAMPs avaliados,
através de ensaios imunoldégicos.

Verificar se tais PAMPs ativam células provenientes de areas
cerebrais relacionadas a febre, através do aumento do calcio
intracelular, em cultivo primario neuroglial.

Avaliar a capacidade desses PAMPs em aumentar a sintese de

TNF-a e IL-6 por estas células.
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3.1 Animais

Para os experimentos de resposta febril e coleta de plasma e CSF, foram
utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, machos, com peso entre 180 e
220 gramas. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22
+ 2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h, luzes acesas as 7 h da manhd), com
livre acesso a racdo e agua antes dos experimentos. Todos os procedimentos foram
submetidos & aprovacdo da Comissdo de Etica em Uso Animal (CEUA) do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, com aprovagcdo sob o nimero
621 e estdo de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Os experimentos de microcultivo, realizados no Instituto de Bioquimica e
Fisiologia Veterinaria da Universidade Justus-Liebig (Giessen, Alemanha), utilizaram
ratos Wistar, de ambos os sexos, com idade aproximada de uma semana de vida. Os
procedimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes aprovadas pela Comisséo
de Etica do estado de Hessen, Alemanha.

3.2 Esterilizagéo

Os materiais utilizados nos experimentos foram adquiridos estéreis, autoclavados
a 127°C por 30 minutos ou esterilizados por calor seco a 180°C.

Quando necessério, as solucdes foram preparadas em condi¢cdes assépticas.

3.3 Solugdes

3.3.1 Solucado Tampao Tris-HCI 0,2M

. Tris (hidroximetil)-aminometano (Vetec do Brasil) : 24,22 g

. Agua deionizada g.s.p. 1,00 L

O pH foi acertado para 8,2 com HCI 1N, a solucdo foi autoclavada e depois

armazenada a 4 °C.



3.3.2 Solucao de PBS (para experimentos in vivo)

» Cloreto de s6dio: 80 g

» Cloreto de Potassio: 2 g

» Fosfato dibasico de sédio dihidratado: 14,4 g
» Fosfato de potassio: 2g

« Agua deionizada g.s.p.: 1 L

O pH foi acertado para 7,4 e a solugéo foi armazenada a 4°C.

Procedéncia dos sais: Vetec do Brasil

3.3.3 Solucéo de corante Azul de Evans
e Azul de Evans (Merck): 2,5 g
« Agua deionizada g.s.p. 100 mL

A solucéo foi filtrada em filtros Whatman n°2.

3.3.4 Solucdo Salina Balanceada de Gey (GBSS)
e Glicose 0,5%: 5 mL
« GBSS finalizada: 500 mL

3.3.5 Solucao Salina Balanceada de Hanks (HBSS)
* Hepes sodico 20 mM, pH 7,4: 1,6 mL
« HBSS finalizada: 40 mL

3.3.6 Meio Neuro-Basal A para cultivo neuroglial primario
e B272%: 2 mL

» Penicilina / Streptomicina 100 U/mL: 1 mL
e Glutamina 2mM: 1 mL
 Meio Neuro-Basal A: 100 mL

3.3.7 Tampao de Calcio

e Hepes: 1,39
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» Cloreto de Sdédio: 7,6 g

* Glicose: 1,98 g

» Cloreto de Potassio: 0,373 g

e Cloreto de Magnésio: 0,203 g

» Cloreto de Calcio Dihidratado: 0,084 g
« Agua deionizada g.s.p.: 1 L

O pH foi acertado para 7,4 e a solugéo foi armazenada a 4°C.

3.3.8 Solucédo de PBS (para imunocitoguimica)

Solucéo Estoque |
» Fosfato dibasico de sédio: 20,9 g
» Cloreto de sédio: 128,6 g
+ Agua deionizada g.s.p.: 1 L

Solucéo Estoque I
» Fosfato monobdésico de sddio: 13,8 g
» Cloreto de sédio: 42,9 g
« Agua deionizada g.s.p.: 1 L

Solucéo Final de Uso
* Solucéo estoque I: 55 mL
e Solucéo estoque II: 11,6 mL

« Agua miliqué g.s.p.: 1L

O pH foi acertado para 7,4 e a solucao foi armazenada a 4°C.

3.3.9 Fosfato monobasico de s6dio 200 mM

» Fosfato monobasico de sodio: 27,6 g

« Agua deionizada g.s.p.: 1 L
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3.3.10 Fosfato dibasico de sédio 200 mM

» Fosfato dibasico de sédio: 28,4 g

« Agua deionizada g.s.p.: 1 L

3.3.11 Tampéao Fosfato 100 mM

* Fosfato monobésico de sédio 200 mM: 140 mL
» Fosfato dibasico de s6dio 200 mM: 360 mL
« Agua deionizada g.s.p.: 1 L
O pH foi acertado para 7,4 e a solugdo utilizada para o preparo de

Paraformaldeido 4%.

3.3.12 Paraformaldeido 4%
* Tampao Fosfato 100 mM: 100 mL

» Paraformaldeido: 4 g
A solucao foi aquecida a 60 °C com agitacdo. Uma vez que a solugéo se tornou

limpida, foi filtrada e armazenada a 4 °C.

3.3.11 PBS-T
 PBS - Solucéo Final de Uso: 1 L
* Triton-X-100: 0,5 mL

3.3.12 Tampao de Blogueio

e Soro Fetal Bovino: 10 mL
e PBS-T: 90 mL

3.4 Reagentes, drogas e doses:

» Acrilico Autopolimerizante Policron (Dencril Ltda, Brasil);
* Anticorpo Anti- IFNy (2,5 pg/2uL i.c.v, R&D Systems, Minneapolis, EUA);
* Anticorpo Anti IL-6 (10pg/2uL i.c.v, R&D Systems, Minneapolis, EUA);
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Anticorpo Anti-TNF-a (2,5 pg/2uL i.c.v., R&D Systems, Minneapolis,
EUA);

B27 (Invitrogen, Carlsband, EUA);

BQ788 ( 3 pmol/2uL i.c.v Sigma Aldrich, St Louis, EUA);

Celecoxibe (5 mg/kg v.o.; Sigma Chemicals & Co., EUA);

Cetamina (90 mg/kg i.p., Vetnil, Brasil);

Cetoprofeno (10 mg/kg v.o., Medley, Brasil);

CTAP (3 pg/2uL i.c.v, Sigma Chemicals & Co., EUA);

DAPI (MoBiTec, Goéttingen, Alemanha);

D-glicose (Sigma Aldrich, Munique, Alemanha);

Dispase (2U/mL, Roche, Manheim, Alemanha);

EDTA (1nM/L, Sigma Aldrich, Munique, Alemanha);

Fura-2AM (MoBiTec, Goéttingen, Alemanha);

GBSS (Biotrend, Colbnia, Alemanha);

Glutamina (Biochrom, Berlim, Alemanha);

Halotano (Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda, Brasil);

HBSS sem Ca*? e Mg (Biochrom, Berlim, Alemanha);

Hepes (Sigma Aldrich, Berlim, Alemanha);

IL-1RA (160 ng/2pL i.c.v., R&D Systems, Minneapolis, EUA);
Indometacina (2 mg/kg i.p.; Sigma Chemicals & Co., EUA);

Kit de EIA para dosagem de PGE, (Cayman Chemicals & Co, EUA);
Kit de Elisa para dosagem de IL-13 (EBioscience, San Diego, EUA);
Kit de Elisa para dosagem de IL-6 (Thermo Scientific, Rockford, EUA);
Kit de Elisa para dosagem de TNF-a (EBioscience, San Diego, EUA);
Liquido Autopolimerizante Policron (Dencril Ltda, Brasil);

LPS (50 pg/kg i.p., Sigma Chemicals & Co., EUA);

Meio Neurobasal A (Invitrogen, Carlsband, EUA);

Oxitetraciclina (400 mg/kg i.m., Pfizer, Brasil);
Penicilina/Streptomicina (Biochrom, Berlim, Alemanha);

Poli I:C (3-300 pg/kg i.p., Sigma Aldrich, St Louis, EUA);
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» Poli-L-lisina (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha);

* Solucdo de lidocaina injetavel com noradrenalina a 2% (Cristalia Prod.
Quim. Farm. Ltda, Brasil);

* Solucéo salina estéril (Halex Istar, Brasil);

* SR140333B (3 pg/2uL i.c.v Sanofi- Aventis, Fran¢ca — doagao);

» Xilazina (10 mg/kg i.p., Syntec, Brasil);

e Zimosan (1-10 mg/kg i.p., Sigma Aldrich, St Louis, EUA);

3.5 Avaliacao da temperatura corporal abdominal

Registradores remotos de temperatura (Subcue Datalloger, Calgary, Canada)
foram programados antes de serem implantados na cavidade peritoneal dos animais,
para que iniciassem o registro de temperatura no dia do experimento. O ponto de
conexao dos mesmos com o computador foi protegido com silicone biocompativel. Os
registradores foram mantidos em alcool 70% para assepsia antes do implante.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina e xilazina (SILVA et
al.,, 2010). Foi realizada uma incisdo na pele, com posterior incisdo das camadas
muscular e peritoneal, para colocacdo do registrador na cavidade abdominal. As
camadas foram entdo suturadas separadamente e 0s animais receberam oxitetraciclina
(FRAGA et al., 2008). A analgesia foi mantida através de cetoprofeno, 10 mg/kg por via
oral, nos dois primeiros dias apos o procedimento cirargico (ROUGHAN; FLECKNELL,
2001).

Os experimentos foram conduzidos cinco a sete dias mais tarde, na zona
termoneutra para ratos Wistar (ROMANOVSKY et al.,, 2002), em uma sala com
temperatura controlada a 28 + 1°C. No dia do experimento, a temperatura abdominal foi
continuamente monitorada em intervalos de 15 min por pelo menos 2 h antes até 6 h

apos o estimulo pirogénico.
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3.6 Avaliacao da inducao de aumento da temperatura  corporal dos animais pelos

diferentes PAMPs através de curvas dose-resposta

Cinco a sete dias apds o implante dos transmissores de temperatura, 0s animais
foram transportados para a sala de experimentacdo e mantidos a temperatura de
termoneutralidade. No dia seguinte, entre 09 e 11 h, foram administrados por via i.p. 0s
estimulos pirogénicos, ou seja, o LPS (50 ug/kg), Zimosan (1, 3 e 10 mg/kg) ou Poli I:C
(3, 30 e 300 pg/kg). Animais controle receberam o mesmo volume de veiculo (salina
estéril). A temperatura corporal dos animais foi monitorada conforme descrito no item
35

3.7 Avaliacdo da temperatura da cauda e calculo do  HLI

Selecionada uma dose dos PAMPs que produziu uma resposta febril submaxima,
adequada e padronizada para seguir 0os experimentos, a temperatura da pele dos
animais foi avaliada concomitantemente a temperatura abdominal.

Para isso, o mesmo tipo de registrador foi utilizado, sendo inserido em um
aparato de protecdo (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil). No dia anterior ao experimento,
animais que haviam sido submetidos ao implante de registradores por via
intraperitoneal como descrito no item 3.5 foram anestesiados com halotano, e o aparato
contendo outro registrador foi afixado a 4 cm da base da cauda do animal (na superficie
ventral), com o auxilio de fita micropore (WILLIAMS et al., 2010).

Esses registradores foram programados para medir a temperatura da pele nos
mesmos intervalos correspondentes aqueles que foram implantados por via i.p. Um
registrador adicionalmente foi programado e permaneceu dentro de uma caixa vazia
contendo cepilho, a fim de medir a temperatura ambiente da sala de experimentacao,
nos mesmos inervalos de tempo.

A fim de avaliar as mudancas no tonus vasomotor, o indice de perda de calor
(HLI, do inglés heat loss index) foi calculado para eliminar influéncias diretas da
temperatura ambiente (Ta) e da temperatura abdominal (Tabd) na temperatura pele
(Tp), de acordo com a seguinte férmula: HLI= (Tp-Ta) / (Tabd - Ta). O valor de HLI
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varia de zero (completa vasoconstricdo) a 1 (completa vasodilatacdo) (ROMANOVSKY
et al., 2002).

3.8 Implante da canula no ventriculo lateral

Durante a mesma anestesia descrita para o implante de transmissores remotos
de temperatura e quando se fez necessério o implante de canulas no ventriculo lateral,
as cabecas dos ratos foram imobilizadas em um aparelho estereotaxico.

Foi administrada por via s.c., 0,2 mL de lidocaina contendo 2% de noradrenalina,
na parte superior da cabeca, seguida de uma incisdo de aproximadamente 1 cm de
didametro na pele, para exposicdo da calota craniana. Apos a localizacdo do bregma,
tomado como ponto de referéncia, os parametros estereotaxicos utilizados para a
perfuracdo do cranio e implantacdo da canula no ventriculo lateral foram de -0,8 mm
anteroposterior e -1,5 mm lateralmente, sendo a inclinagédo da barra incisal de -3,3 mm.

As canulas esterilizadas, constituidas de um segmento de agulhas hipodérmicas,
com 12 mm de comprimento e 0,8 mm de didmetro, foram introduzidas no tecido
cerebral com coordenada ventral a 2,5 mm abaixo da superficie craniana. As
coordenadas foram determinadas com base no atlas de Paxinos & Watson (PAXINOS;
WATSON, 2006). Apos sua introducdo no tecido cerebral, as céanulas foram fixadas
utilizando-se uma protese de acrilico auto-polimerizavel, com o auxilio de dois
parafusos rosqueados a calota craniana.

Apbés o experimento, 0s animais foram anestesiados e receberam uma
microinjec¢do no ventriculo do mesmo volume de solugéo de azul de Evans. Os cérebros
foram entdo removidos e a verificagcdo da injeccdo do corante no local correto
(ventriculo lateral) foi avaliada macroscopicamente. Animais que apresentaram
injecdes fora do ventriculo lateral, deslocamento ou obstrugdo da canula no momento
da injecdo, ou mesmo alguma alteracdo no padrdo de ganho de peso apds a cirurgia,

foram excluidos do estudo.
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3.9 Avaliacdo da participacdo de IL-1 B, TNF-a, IL-6, PGE2, ET-1, opidides e

substancia P na resposta febril induzida pelos dife rentes PAMPs utilizando

antagonistas e anticorpos especificos

Uma vez que foi confirmado que os diferentes PAMPs podem produzir febre,

avaliamos a participagéo de diferentes mediadores na resposta febril induzida por estes

PAMPs. Foram utilizados os seguintes antagonistas inibidores e anticorpos:

3.9.1 Participacao de IL-1 B: antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA) — 9,1 pmol
(ou 160 ng), i.c.v. (FABRICIO et al., 1998);

3.9.2
3.9.3

3.9.4
3.95

3.9.6

3.9.7

3.9.8

Participacdo de TNF- a: anticorpo anti-TNF- a, 2,5 pg, i.c.v.;

Participacdo de IL-6 : anticorpo anti-IL-6, 10 ug, i.c.v. (SOARES et al.,
2012);

Participacdo de IFN y: anticorpo anti IFNy, 2,5 ug, i.c.v;

Participacdo de prostaglandinas: indometacina (2mg/kg, i.p.) (FRAGA et
al., 2008); e celecoxibe (5 mg/kg, via oral) (SOARES et al., 2009);
Participacdo de ET-1 : BQ788 (antagonista de receptores ETB), 3 pmol,
l.c.v.; (FABRICIO et al., 1998);

Participacdo de opiodides enddégenos:  CTAP (antagonista de receptores
M), 1ug, i.c.v. (FRAGA et al., 2008);

Participacdo de Substancia P : SR140333B (antagonista de receptores
NK1), 3 ug, i.c.v. (REIS et al., 2011);

Para a indometacina e o celecoxibe, os tratamentos foram feitos por via i.p. ou

oral, respectivamente, 30 min antes da administracdo dos diferentes PAMPs. Para os

demais tratamentos, estes foram feitos por via i.c.v., 30 min antes da injecao periférica

dos diferentes PAMPs nas doses selecionadas. As injecdes i.c.v. foram administradas

sob condi¢Oes assépticas, utilizando uma agulha de 30G, que estava conectada a um

tubo de polietileno (PE-10). A agulha se projetava 2 mm além da ponta da canula, e um

volume de 2 pL era lentamente injetado, atraveés do uso de uma seringa de Hamilton de

25 L.
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3.10 Avaliacdo complementar da participacdo de medi  adores por ELISA

Uma vez avaliados os mediadores que participam das respostas febris induzidas
pelos diferentes PAMPs utilizando antagonistas, inibidores e anticorpos, foi confirmada
a participacdo de alguns mediadores através da analise da sintese e/ou expressao
destes mediadores através de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou EIA
(Enzyme Immunoassay).

Os niveis de citocinas como IL-1B8, TNF-a e IL-6 foram avaliados através de
ELISA no plasma e no fluido cerebrospinhal, e os niveis de PGE; no fluido
cerebroespinhal através de EIA, conforme descrito em estudos anteriores (Zampronio et
al., 2000c; Werner et al., 2006; Fraga et al., 2008) e/ou de acordo com as instrucdes do

fabricante do kits.

3. 11 Coleta de plasma

Para a coleta de sangue, os animais foram anestesiados com halotano apos 1,
2 ou 3 h da administracéo i.p. de PAMP ou veiculo, e as amostras de sangue foram
coletadas da veia cava abdominal (3 mL) utilizando seringas heparinizadas. As
amostras foram coletadas 1 h apds a administracdo do PAMP para as andlises de
TNFa, 2 h para andlise de IL-1B e 3 h apés para IL-6. Essas amostras foram
imediatamente refrigeradas apés a coleta e entdo foram centrifugadas a 1200 g por 15
min, a 4°C. O plasma foi separado e as amostras armazenadas a -80°C até que as

analises fossem feitas.
3.12 Coleta de CSF

Para a coleta de CSF, os mesmos animais submetidos a coleta de sangue
foram utilizados e nos mesmos intervalos de tempo. Os animais anestesiados com
halotano foram entdo posicionados em aparelho extereotaxico de modo a permitir a
visualizagcdo da cisterna magna. Foram aspirados 50 a 100uL de fluido cerebrospinal
diretamente da cisterna magna utilizando-se um escalpe tamanho 27. As amostras
foram transferidas imediatamente para tubos plasticos, centrifugadas a 1000 g, 4°C por

10 min e armazenadas a -80°C para posterior analise.
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Para a dosagem de PGE_, a coleta foi feita 3 h apds as administracdes i.p. dos
PAMPs ou veiculo em animais tratados ou ndo com indometacina conforme descrito no
item 3.9.5. Nesse caso, 2 pL de indometacina (2,5 pug.pL™?) foram acrescentados a cada
tubo com o intuito de evitar a formacao posterior in vitro destes eicosandides, a partir de
moléculas precursoras, alterando os dados a serem medidos. Para essas mesmas
amostras, os tubos foram protegidos com papel aluminio, visto que as prostaglandinas

séo fotossensiveis e podem oxidar-se em presenca de luminosidade.

3.13 Preparacéo e estimulacdo de microcultivosda O VLT e da MnPO:

Os microcultivos priméarios da OVLT e da MnPO de ratos foram estabelecidos
topograficamente, a partir de tecido cerebral retirado de ratos Wistar de 5 a 6 dias de
idade. Cuidadosamente, os animais foram decapitados e seus cérebros removidos em
condicOes estéreis e transferidos para pequenas placas de Petri contendo GBSS. Os
cérebros foram posicionados num vibratomo (725 M, Vibroslice, Berlim, Alemanha) que
continha GBSS oxigenada e em gelo. Assim, cortes seriados de 400 uM foram obtidos
da regido hipotaldamica. Tendo como pontos de referéncia anatbmica a comissura
anterior, 0 quiasma oOptico e o terceiro ventriculo cerebral, a OVLT e a MnPO foram
microdissecadas com tesouras oftdlmicas finas, sob controle estereomicroscépico
(SMZ-U, Nikon, Dusseldorf, Alemanha).

Fragmentos teciduais isolados foram entdo coletados em placas de Petri que
continham HBSS/Hepes. Apds remover o sobrenadante, as preparacdes foram tratadas
com dispase em HBSS/Hepes oxigenada, por 45 min a 37 °C. Os fragmentos de OVLT
e MnPO tratados enzimaticamente foram entdo lavados duas vezes com HBSS
contendo EDTA 1nM/L, para inativar a enzima. Apés trés lavagens com meio, as
preparagcbes foram submetidas a trituracdo suave, utilizando uma pipeta de Pasteur
esteéril.

As células dissociadas foram semeadas em laminulas de vidro pré-aquecidas e
cobertas previamente com poli-L-lisina, formando assim o fundo de um poco reutilizavel
de 6 mm de didametro, feito de Flexiperm, um material semelhante a silicone (Greiner
Bio-One, Solingen, Alemanha). As células foram mantidas em ambiente umidificado

com 5% de CO,, a 37°C. O meio foi trocado a cada 2 dias durante o tempo de cultivo.
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As células foram empregadas em medidas de calcio intracelular com subsequente
caracterizacdo imunocitoquimica ou 0s sobrenadantes foram utilizados para a

determinacéao das citocinas.

3.14 Medidas de Calcio intracelular dos cultivos de OVLT e MnPO

Passados 5 a 6 dias de manutencdo de cultivo celular, as células de OVLT ou
MnPO foram incubadas com 2 pL do corante fluorescente de célcio Fura-2AM diluido
em meio Neurobasal A completo, por 30 min, 5% de CO2, 37°C. O Flexiperm era
retirado e as laminulas eram colocadas em um microscopio invertido de fluorescéncia
(IMT-2, Olympus Optical, Hamburgo, Alemanha), em uma camara de cultivo de Teflon
especialmente desenvolvida para esse propadsito, sob perfusdo com tampéo de Célcio.
As medidas de fluorescéncia foram feitas utilizando-se um sistema de excitacdo
baseada em diferentes filtros, e analisadas com o programa de software MetaFluor 4.5
(Visitron, Puchheim, Alemanha).

Utilizando o software j& mencionado, as regifes de interesse foram visualizadas
e definidas, e entdo as emissdes de fluorescéncia (340 e 380 nm) foram registradas em
um curso de tempo a 0,2 Hz, utilizando uma camera de fluorescéncia. As razdes entre
os dois comprimentos de onda, proporcionais a concentracdo de calcio intracelular
([Cat2]i) foram computadas e analisadas.

O Zimosan ou o Poli I:C foram ambos diluidos em PBS, em concentracdes de 1
mg/mL, e adicionados a camara de perfusédo in bolus, com capacidade de 1000uL, em
um volume de 100 pL que, somado ao volume de 900 pL que passava atraves da
perfusdo, alcancava uma concentracao final de 100 pg/mL. Aplica¢gdes in bolus de PBS
foram realizadas antes da estimulagdo com os PAMPs. Ao final do experimento, as
células foram expostas a uma solucdo contendo alta concentracdo de cloreto de
potassio 50 mM, que serviu como um teste de vitalidade, especialmente para

neurdnios.



3.15 Caracteriza¢do imunocitoquimica das células su ~ bmetidas ao experimento de
medida de célcio intracelular

A identificacdo fenotipica dos neurbnios, astrocitos e células microgliais foi
confirmada por marcacdo imune com anticorpos direcionados contra proteinas
especificas para cada tipo celular: anti-GFAP para astrocitos, anti-ED-1 para microglias
e anti-MAP2a.2, para neuronios.

Apés o experimento de medida de célcio intracelular, as células foram fixadas
com paraformaldeido 4% por 15 min. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes
com PBS, e incubadas por 60 min em Tampéao de Bloqueio. Na sequéncia, as células
foram submetidas a incubacdo com os anticorpos primarios diluidos em Tampao de
Bloqueio, por 48 h, 4°C, em uma camara umidificada. Anticorpos ndo ligados foram
removidos atraves de 3 lavagens de 5 min cada utilizando PBS-Triton. As células foram
entdo incubadas com anticorpo secundario (Alexa-350, Alexa-488 ou Cy3) por 2 h a
temperatura ambiente. Apos outras 3 lavagens de 5 min cada, as laminulas foram
embebidas em solucdo de glicerol/PBS (Citifluor). Os nlcleos das células foram entédo
submetidos a coloracdo com o DAPI, diluido em PBS, por 8 min. O DAPI foi removido
apos 3 lavagens em PBS e por conseguinte a reacao de coloracdo foi interrompida.

Posteriormente, as células foram examinadas e fotografadas em um padrédo
apropriado de filtros, utilizando um microscopio equipado a uma camera fotografica
(Nikon, Japao). As células foram identificadas e marcadas utilizando-se as ferramentas
do programa de software especifico (MetaFluor 4.5) ja mencionado. Na Figura 05,
temos a exemplificacdo de uma imagem obtida no momento do experimento de
sinalizacdo de calcio (Figura 5A), comparada com a imagem da imunocitoquimica

(Figura 5B), para identificacdo das células que foram analisadas e seus fenotipos.
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Figura 5: Exemplo de comparacéo de imagens de célul  as de cultivo primério neuroglial.  Utilizando
as duas figuras foi possivel a identificacdo fenotipica das células, comparando a imagem obtida no
momento do experimento de sinalizacdo de calcio (A) e aquela obtida no microscopio Optico com o
ensaio de imunocitoquimica (B). A cor azul representa os nucleos corados com DAPI. As células verdes
sdo astrocitos corados com GFAP. Um exemplo da mesma célula com as duas técnicas é indicado por
As. Tanto o ED-1 quanto o MAP,,.,, COravam as células em rosa claro, porém as caracteristicas
morfolégicas facilitavam a diferenciacdo entre neurdnios e microglia. Na figura ainda esta indicada a
presenca de um Neurdnio (N) e uma célula da microglia (MG) nas duas técnicas (setas). Objetiva de 20x
em ambas as imagens, com lente adicional de 1,5x na imagem A.
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3.16 Medidas de citocinas no sobrenadante de célula s de OVLT e MnPO

Esses experimentos também foram realizados de 5 a 6 dias apos a obtencédo do
cultivo celular, e somente o Zimosan foi testado. Assim, as células de OVLT e MnPO
foram incubados com Zimosan (100 pug/mL) ou PBS, diluidos em meio Neurobasal A
completo, por 240 min, a 5% de CO2, 37°C. Os sobrenadantes foram removidos e
congelados a -20 °C.

A determinacdo de TNF-a foi realizada através de bioensaio que tem como base
o efeito citotoxico dessa citocina na linhagem celular de fibrossarcoma de camundongo
WEHI 164, subclone 13, e um padrdo de TNF-a murino (codigo 88/532; National
Institute for Biological Standards and Control, South Mimms, Reino Unido).

A medida de IL-6 foi feita por bioensaio baseado na estimulacdo dose-
dependente do crescimento do hibridoma B9 pelo IL-6, utilizando um padrdo de IL-6
(codigo 89/548; National Institute for Biological Standards and Control, South Mimms,
Reino Unido).

Os niveis das citocinas avaliadas que foram determinadas nas nossas amostras

nao refletem a bioatividade em relacdo a padrdes internacionais estabelecidos.

3.17 Andlise estatistica

Os dados referentes a temperatura abdominal, temperatura da pele da cauda e
HLI foram analisadas por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias para medidas
repetidas, seguidas de teste de Bonferroni. Os niveis de citocinas foram analisados por
teste t-Student ou ANOVA de uma via (este seguido de teste de Bonferroni), como
apropriado. Esses resultados sédo reportados como média £ EPM.

O numero de células responsivas nos experimentos de sinalizacdo de célcio
foram expressos como uma porcentagem de todas as células desse fenotipo e os
dados analisados por teste x2. Os aumentos transitérios na [Ca*?]i induzidos por
estimulo foram expressos como a razdo entre a medida de repouso e o pico induzido
pelo estimulo (razdo [340/380 nm]). Uma diferenca na raz&o [340/380 nm] de mais de
0,1 foi considerada um sinal induzido por estimulo. As diferengas no ratio [340/380 nm]

também foram avaliadas por ANOVA de uma via, seguidas de teste de Bonferroni. Os
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dados foram analisados através do software GraphPad Prism 6 software (GraphPad,

San Diego, CA) e um p <0,05 foi considerado significativo.



4. RESULTADOS
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4.1 Efeito da administracao intraperitoneal de Zimo  san ou Poli I:C sobre a

temperatura corporal

Experimentos com diferentes doses de Zimosan ou Poli I:C, administrados por
via intraperitoneal, foram realizados, com o intuito de encontrar a dose ideal de cada
PAMP para prosseguir com a investigacao de suas respostas febris. A dose de LPS (50
ng/kg) utilizada em todos os experimentos esta baseada em estudos prévios em nosso
laboratdrio, bem como dados da literatura (SOARES et al., 2009; FRAGA et al., 2009).

A Figura 6 representa o efeito que a administragdo intraperitoneal de Zimosan
promoveu na temperatura corporal de ratos. A administracdo intraperitoneal de veiculo
(salina estéril) ndo induziu qualquer mudanca significativa na temperatura abdominal
dos animais. A administracdo de Zimosan na dose de 1 mg/kg também nao alterou
significativamente a temperatura dos animais (Figura 6A). No entanto, a administracao
de Zimosan nas doses de 3 e 10 mg/kg induziu um aumento na temperatura corporal,
gue comecou ao redor de 2 h apos o estimulo pirogénico, e teve 0 seu pico em
aproximadamente 3 h ap0s a injecao sistémica de Zimosan (Figura 6A). Em seguida, a
temperatura abdominal dos animais diminuiu, voltando aos seus hiveis normais
aproximadamente 4 h apd6s o estimulo pirogénico. A dose escolhida para o
prosseguimento dos experimentos foi a de 3 mg/kg.

Ainda, a administracdo de 3 mg/kg de Zimosan também induziu uma reducéo
significativa na temperatura da cauda dos animais, aproximadamente 1,5 h apés a
injecdo. Essa diminuigdo ocorreu por volta de 30 min antes de um aumento significativo
da temperatura abdominal desses animais (Figura 6B). Na Figura 3C, pode-se observar

o indice de perda de calor (HLI), calculado em base aos resultados descritos.
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Figura 6: Efeito do Zimosan nas temperaturas abdomi nal e caudal em ratos. Animais receberam
Zimosan por via intraperitoneal nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg (painel A), somente 3 mg/kg (painéis B e C)
ou Veiculo. A temperatura abdominal (A) ou as temperaturas abdominal e caudal (B) foram medidas. Os
pontos (A e B) mostram a média + epm da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-6). Em C, os
pontos representam a média £ epm do indice de perda de calor (HLI). *P<0,05, comparado ao grupo que
recebeu somente veiculo.
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De modo semelhante, trés diferentes doses de Poli I:C foram utilizadas na
elaboracédo de uma curva de resposta febril. Na Figura 7A observa-se que a injecao de
veiculo (salina estéril) ndo alterou a temperatura abdominal basal dos animais durante
todo o tempo de observagdo. A temperatura abdominal dos animais também nao foi
alterada pela injecéo de Poli I:C na dose de 3 pg/kg (Figura 7A). A administracdo deste
agonista de TLR3, a partir da dose de 30 pg/kg, promoveu aumento da temperatura
abdominal dos animais. Nessa dose, o aumento da temperatura foi fugaz e
relativamente tardio, com duracdo de 45 min e pico entre a terceira e a quarta hora
apos o estimulo pirogénico (Figura 7A). Na dose de 300 pg/kg o Poli I:C induziu uma
resposta febril que iniciou-se 2 h apds a administracdo do agente, apresentou um pico
em torno de 3 h, com aumento de mais de 1 °C na temperatura abdominal, tendo esses
valores de temperatura retornado a niveis basais em torno de 4 h ap0s a injecéo
intraperitoneal de Poli I:C (Figura 7A). Essa ultima dose de Poli I:C foi escolhida para os
experimentos subsequentes.

A vasoconstricdo periférica, caracteristica da resposta febril, também esteve
presente quando da administracdo de Poli I:C na dose de 300 ug/kg e isso pode ser
observado nas figuras 7B e 7C. Nesse experimento, o Poli I:C promoveu um aumento
da temperatura abdominal semelhante aquele obtido na curva dose-resposta na mesma
dose, aumento esse que coincidiu com uma diminuicdo na temperatura da cauda
desses animais. A diminuicdo na temperatura da pele foi de até 2 °C e durou 0 mesmo
periodo no qual a temperatura abdominal apresentou-se aumentada (Fig 7B). O célculo
do HLI também foi realizado, considerando ainda o fator da temperatura ambiental
durante o experimento. Na Figura 7C, podemos observar valores HLI proximos a zero

durante o periodo da resposta febril, 0 que representa vasoconstricdo periférica.
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Figura 7: Efeito do Acido Poliinosinico: Policitidi lico (Pali I:C) nas temperaturas abdominal e

caudal em ratos. Animais receberam Poli I:C por via intraperitoneal nas doses de 3, 30 e 300 pg/kg,
(painel A) somente 300 pg/kg (painéis B e C) ou Veiculo. A temperatura abdominal (A) ou as
temperaturas abdominal e caudal (B) foram medidas. Em A e B, os pontos representam a média + epm
da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-6). Em C, os pontos representam a média = epm do indice
de perda de calor (HLI). *P<0,05, comparado ao grupo que recebeu somente veiculo.
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4.2 Efeito do pré-tratamento com anticorpo anti-TNF a por via
intracerebroventricular sobre as respostas febris i nduzidas por LPS, Zimosan ou
Poli I:.C

Os experimentos subsequentes avaliaram a participagcdo de importantes
citocinas nas respostas febris induzidas pelo Zimosan e pelo Poli I:C, bem como pelo
LPS. A primeira citocina a ter a participacao avaliada foi o TNF-a. A Figura 5 mostra os
resultados desses experimentos demonstrando o efeito do anticorpo anti-TNF-a nas
respostas febris induzidas por LPS (Fig. 8A), Zimosan (Fig. 8B) e Poli I:C (Fig. 8C).

O anticorpo anti-TNF-a administrado previamente a injecdo intraperitoneal de
salina estéril (grupo Anti-TNF-a X Veiculo) ndo alterou a temperatura abdominal dos
animais, comparado com o0s niveis basais (Figuras 8A, 8B e 8C). A administracdo de
PBS estéril (veiculo para o anticorpo anti-TNF-a), 30 min antes da administragcdo dos
agentes pirogénicos, promoveu respostas febris similares aquelas descritas
anteriormente para os trés PAMPs. O LPS induziu uma resposta febril que iniciou apés
2 h da sua administracdo e persistiu até o final do experimento (Fig. 8A). Ja o Zimosan
promoveu uma resposta febril de menor tempo de duracdo, entre 2 e 4 h apds a sua
administracdo (Fig 8B). O Poli I:.C promoveu uma resposta febril entre 3 e 4 h apos a
administracdo (Fig 8C). A dose de anticorpo anti-TNF-a administrada reduziu as
respostas febris de todos os PAMPs, confirmando a participacdo dessa citocina nesses
eventos (Figura 8A-C). No caso da resposta febril induzida pelo LPS, a reducdo se deu
a partir da segunda hora p6s administracao (Fig 8A). Ja no que diz respeito ao Zimosan
e Poli I:C, a reducéo da resposta febril pelo Anti-TNFa ocorreu principalmente na fase

inicial de aumento da temperatura (Fig 8B e 8C).
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animais com anti  corpo anti-TNF- a sobre a resposta febril

Os animais receberam uma injecéo i.c.v de anti-TNF-a (2,5 ug),

ou 0 mesmo volume de veiculo (PBS estéril, 2 uL) e apés 30 min receberam LPS (50 pg/kg, i.p., painel
A), Zimosan (3 mg/kg, i.p., painel B), Poli I:C (300 ug/kg, i.p., painel C) ou o0 mesmo volume de Veiculo
(Salina estéril). A temperatura abdominal foi avaliada a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a
média + e.p.m da temperatura abdominal (Tabd) em °C dos animais (n=4-6). *p<0.05 quando comparado
com 0 grupo que recebeu anti-TNF-a X veiculo. #p<0.05 quando comparado ao grupo que recebeu
veiculo X LPS (8A) / Zimosan (8B) / Poli I:C (8C).
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4.3 Efeito do pré-tratamento com IL1-RA por via int ~ racerebroventricular sobre as
respostas febris induzidas por LPS, Zimosan ou Poli I:C

A fim de avaliar o papel da IL-1B na resposta febril induzida por estes PAMPs
utilizou-se o antagonista de receptores para IL-1, o IL-1RA.

A administracédo i.c.v. de IL-1RA seguida de veiculo por via i.p. ndo alterou a
temperatura basal dos animais. A administragéo de veiculo seguida de LPS, Zimosan e
Poli I:C induziu respostas febris similares as descritas anterioriormente (Figura 9). O
tratamento dos animais com IL-1RA reduziu significativamente (em torno de 50%) a
resposta febril induzida pelos trés estimulos pirogénicos (Figura 9A-C). A reducéo da
resposta febril se deu de maneira homogénea para os trés PAMPs desde o inicio da

resposta até a fase final da mesma.
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Figura 9: Efeito do tratamento dos animais com IL-1 ~ RA sobre a resposta febril induzida pelo LPS,
Zimosan ou Poli I:C. Os animais receberam uma injecéo i.c.v de IL-1RA (9,1 pmol), ou 0 mesmo volume
de veiculo (PBS estéril, 2 uL) e apds 30 min receberam LPS (50 ug/kg, i.p., painel A), Zimosan (3 mg/kg,
i.p., painel B), Poli I:C (300 pg/kg, i.p., painel C) ou o mesmo volume de Veiculo (Salina estéril). A
temperatura abdominal foi medida a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a média + e.p.m da
temperatura abdominal (T abd) em °C dos animais (n=4-6). *p<0.05 quando comparado com o grupo IL-
1RA X veiculo. #p<0.05 quando comparado ao grupo que recebeu veiculo X LPS (9A) / Zimosan (9B) /
Poli I:C (9C).
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44 Efeito do pré-tratamento com anticorpo anti-lL.- 6 por via
intracerebroventricular sobre as respostas febris i nduzidas por LPS, Zimosan ou
Poli I:.C

Na sequéncia, buscamos avaliar a participacdo da IL-6 nas respostas febris
induzidas por LPS, Zimosan e Poli I:C.

Os resultados estéo representados na Figura 10. A administracdo central de Anti
IL-6 seguida de Solugdo Salina estéril ndo promoveu alteracbes na temperatura
abdominal dos animais. A administracdo de veiculo seguida de LPS, Zimosan e Poli I:C
induziu respostas febris similares as descritas anterioriormente (Figura 9). O pré-
tratamento dos animais com anticorpo anti-IL-6 reduziu a resposta febril induzida pelos
trés estimulos (Figura 10A-C), confirmando a participagdo dessa importante citocina
pré-inflamatoria nas respostas febris avaliadas. Interessante notar que, enquanto as
respostas febris induzidas por LPS (Figura 10A) ou por Poli I:C (Figura 10C) foram
reduzidas desde o inicio pelo tratamento dos animais com anticorpo anti-IL-6, a febre
induzida por Zimosan foi reduzida somente na fase final, sugerindo que essa citocina
pode ter um papel indispensavel na manutencédo desse tipo de febre, e provavelmente

uma menor importancia para a sua inducao.
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ou 0 mesmo volume de veiculo (PBS estéril, 2 uL) e apés 30 min receberam LPS (50 pg/kg, i.p., painel
A), Zimosan (3 mg/kg, i.p., painel B), Poli I:C (300 ug/kg, i.p., painel C) ou o0 mesmo volume de Veiculo
(Salina estéril). A temperatura abdominal foi medida a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a
média + e.p.m da temperatura abdominal (T abd) em °C dos animais (n=4-6). *p<0.05 quando comparado
com o grupo que recebeu anti IL-6 X veiculo. #p<0.05 quando comparado ao grupo que recebeu veiculo
X LPS (10A) / Zimosan (10B) / Poli I:C (10C).
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45 Efeito do pré-tratamento com anticorpo Anti-IFN y por via

intracerebroventricular sobre a resposta febril ind uzida por Poli I:C

Considerando a importancia do IFN em respostas infecciosas virais, decidimos
complementar nossos estudos, investigando o papel desta citocina na resposta febril
induzida pelo componente sintético viral Poli I:C.

A administracdo do anticorpo Anti-IFNy previamente a administracdo sistémica
de veiculo ndo foi capaz de alterar a temperatura abdominal dos animais comparado
com a temperatura basal (Figura 11). O Poli I:.C promoveu uma resposta febril similar
aguela obtida anteriormente. A administracdo prévia de anticorpo para IFNy, aboliu a

febre induzida por esse PAMP (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do tratamento dos animais com Ant i IFNy sobre a resposta febril induzida pelo

Poli I:C. Os animais receberam uma injecao i.c.v de Anti IFNy (2,5 pg), ou o mesmo volume de veiculo
(PBS estéril, 2 puL) e ap6s 30 min receberam Poli I:C (300 pg/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de Veiculo
(Salina estéril). A temperatura abdominal foi medida a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a
média + e.p.m da temperatura abdominal (T abd) em °C dos animais (n=4-6). *p<0.05 quando comparado
com o grupo que recebeu anti IFNy X veiculo. #p<0.05 quando comparado ao grupo que recebeu veiculo
X poli I:C.
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4.6 Avaliacdo das concentracfes de TNF- a, IL-1B e IL-6 em CSF e plasma ap6s
administracéo de LPS, Zimosan e Poli I:C

Com o intuito de verificar a producdao de TNF-a, IL-18 e IL-6, e assim
complementar os dados descritos nos tdpicos anteriores, foram realizados ensaios de
ELISA para essas citocinas, utilizando amostras de plasma e CSF. Os resultados est&do
expostos na Figura 12.

Os niveis de TNF-a foram indetectaveis no plasma de animais tratados com o
veiculo, porém mostraram-se aumentados no plasma 1 h apés a injecédo de LPS (Figura
9A). Animais que receberam o Zimosan ou o Poli I:C ndo apresentaram niveis
detectaveis de TNF-a, com esse mesmo tempo de coleta de material (Figura 12A).
Nenhuma amostra de CSF apresentou valores detectaveis de TNF-a.

Com relacdo a IL-1B, ndo podemos afirmar que houve diferencas entre os
PAMPs e o Veiculo, quando avaliamos o plasma (Figura 12B). No entanto, parece ser
importante referir que, talvez, houve uma grande variabilidade nos valores desta
citocina 0 que certamente contribuiu para a auséncia de diferencas significativas. Os
valores brutos, em pg/mL, para os grupos LPS (1987 + 1233) e Zimosan (177 = 56.9)
parecem estar mais altos que o Veiculo (25.06 + 8.9). Isso também vale para valores
plasméaticos de IL-1p induzidos por Poli I:.C, que ficaram na faixa de 207,3 + 86,8
pg/.mL, semelhante ao grupo Zimosan. No CSF (Figura 12D), somente a administracdo
de LPS levou a um aumento significativo nos niveis dessa citocina 2 h apés o estimulo
(959.3 + 434.6 pg/mL no grupo LPS). Os niveis de IL-18 no CSF induzido por Poli I:C
(247,9 £ 117,2 pg/mL) se aproximaram aos valores observados ap0s a administracédo
de Veiculo (268.3 = 70.92 pg/mL). Ja os niveis de IL-1f3 induzidos no CSF por Zimosan,
apesar de altos, também apresentaram uma grande variagdo (2278 + 1230 pg/mL),
dificultando a ocorréncia de diferenca significativa entre os grupos.

A administracdo de LPS ou Zimosan, mas ndo de Poli I:C aumentou
significativamente os niveis de IL-6 no plasma 3 h apds o estimulo pirogénico (Figura
12C). Com relacdo a essa mesma citocina, diferencas significativas ndo foram
observadas entre os grupos com amostras de CSF, mesmo que o grupo LPS tenha

apresentado aparentemente um aumento em seus niveis (Figura 12E).
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Figura 12. Concentracdes de TNF- a, IL1B e IL-6 no plasma e de IL1 B e IL-6 no CSF de ratos apés a
administragdo de LPS (50pg/mL), Zimosan (3 mg/mL) o u Poli I:C (300 pg/mL). Os animais foram
tratados com os diferentes PAMPs e amostras de plasma (painéis A, B e C) e de CSF (painéis D e E)
foram coletadas 1 h, 2 h ou 3 h ap6s a administracdo para dosagem de TNF-a (painel A), IL1( (painel B
e D) e IL-6 (painel C e E), respectlvamente As barras representam a média + e.p.m da concentragao das
citocinas em picogramas.mL™. *p< 0,05 comparado ao grupo que recebeu veiculo.
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4.7 Efeito do pré-tratamento com indometacina ou ce  lecoxibe sobre as respostas

febris induzidas por LPS, Zimosan ou Poli I.C

A administracdo de indometacina nao induziu qualquer alteracdo na temperatura
dos animais (Figuras 13A-C). O pré tratamento dos animais com veiculo também nao
alterou as respostas febris induzidas por LPS (Figura 13A), Zimosan (Figura 13B) ou
Poli I:C (Figura 13C). Enquanto que o tratamento prévio com a indometacina na dose
utilizada aboliu as respostas febris induzidas pelo LPS e pelo zimosan (Figura 13A e
13B) somente a fase final da resposta febril induzida pelo Poli I:C foi modificada (Figura
13C). De maneira similar ao experimento acima descrito, a administracdo de
celecoxibe, seguida de injecao intraperitoneal de solucdo salina estéril, ndo alterou a
temperatura abdominal dos animais (Figura 14A-C). O pré-tratamento dos animais com
celecoxibe aboliu as respostas febris induzidas por LPS (Figura 14A), por Zimosan
(Figura 14B) e por Poli I:C (Figura 14C).
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Figura 13: Efeito do tratamento dos animais com Ind  ometacina sobre a resposta febril induzida
pelo LPS, Zimosan ou Poli I:C. Os animais receberam uma injecao i.p. de Indometacina (2mg/kg), ou o
mesmo volume de veiculo (Tampao Tris 1mL/kg) e apds 30 min receberam LPS (50 ug/kg, i.p., painel A),
Zimosan (3 mg/kg, i.p., painel B), Poli I:C (300 pg/kg, i.p., painel C) ou o mesmo volume de veiculo (salina
estéril). A temperatura abdominal foi medida a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a média +
e.p.m da temperatura abdominal (T abd) em °C dos animais (h=4-6). *p<0.05 quando comparado com o
grupo que recebeu Indometacina X veiculo. #p<0.05 quando comparado ao grupo que recebeu veiculo X
LPS (13A) / Zimosan (13B) / Poli I:.C (13C).



75

A

39.59 g Celecoxibe X Veiculo

-8- Veiculo XLPS

39.01 o~ Celecoxibe X LPS

38.54
38.04
37.54

37.04

36.5-

39.57-m Celecoxibe X Veiculo
-8— Veiculo X Zimosan

39.09-0- Celecoxibe X Zimosan

38.54
38.04

Tapng (°C)

37.54

37.04

36.5-

39.57 -~ Celecoxibe X Veiculo
39.0 -8~ Veiculo X Poli I:.C

Y7 -0~ Celecoxibe X Poli I:.C

*

38.54
38.04
37.54
37.04

36.5-

Tempo (h)

Figura 14: Efeito do tratamento dos animais com Cel  ecoxibe sobre a resposta febril induzida pelo
LPS, Zimosan ou Poli I:C. Os animais receberam o Celecoxibe, por gavagem, na dose de 5 mg/kg, ou o
mesmo volume de veiculo (Tampao Tris 1mL/kg) e apds 30 min receberam LPS (50 ug/kg, i.p., painel A),
Zimosan (3 mg/kg, i.p., painel B), Poli I:C (300 pg/kg, i.p., painel C) ou o mesmo volume de veiculo (salina
estéril). A temperatura abdominal foi medida a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a média +
e.p.m da temperatura abdominal (Tabd) em °C dos animais (h=4-6). *p<0.05 quando comparado com o
grupo que recebeu Celecoxibe X veiculo. #p<0.05 quando comparado ao grupo que recebeu veiculo X
LPS (14A) / Zimosan (14B) / Poli I: C (14C).
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4.8 Medidas das concentracbes de PGE , no CSF, apdés administracdo

intraperitoneal de LPS, Zimosan e Poli I:C

Complementando os resultados referentes as respostas febris dos trés PAMPs
estudados associadas aos tratamentos com os inibidores de COX Indometacina e
Celecoxibe, avaliamos os niveis de PGE; no CSF de animais submetidos aos nossos
protocolos experimentais.

As administracfes de veiculos resultaram em niveis de PGE; préximos a niveis
indetectaveis (Figura 15). A administracao de LPS (Fig 15A), Zimosan (Fig 15B) e Poli
I:C (Fig 15C), em doses pirogénicas, elevou significativamente os niveis de PGE,, com
valores em torno de 400 pg/mL para o Poli I:C, 500 pg/mL para o Zimosan e 700 pg/mL
para o LPS. A administracdo de Indometacina previamente a inje¢do de LPS, Zimosan
ou Poli I:C, diminuiu, também significativamente, os valores deste prostandide (Fig.
15A-C).
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Figura 15. Niveis de PGE , no CSF apdés a administracdo de LPS, Zimosan ou Poli I:C. Os animais

foram tratados com veiculo ou indometacina (Indo, 2 mg/kg, i.p.) e apés 30 min receberam uma injecao
intraperitoneal de LPS (50 pg/kg, painel A), Zimosan (3 mg/kg, i.p., painel B), Poli I:C (300 pg/kg, i.p.,
painel C) ou 0 mesmo volume de veiculo (salina estéril). Amostras de CSF foram coletadas 3 h apés o
estimulo pirogénico. As barras representam a média + e.p.m dos niveis de PGE, (pg/mL). *p< 0,05
comparado ao grupo que recebeu somente veiculo (n=4-6). #p<0,05, comparado aos grupos que
receberam veiculo X LPS (15A), Zimosan (15B) ou Poli I:C (15C).
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4.9 Efeito do pré-tratamento com BQ788 por via intr  acerebroventricular sobre as

respostas febris induzidas por LPS, Zimosan ou Poli I:C

A administracdo de BQ788 e veiculo i.p. ndo alterou a temperatura basal dos
animais que permaneceu estavel durante todo o periodo de registro de temperatura. O
LPS promoveu uma resposta febril semelhante aos outros experimentos, com inicio em
2 h, se estendendo até o final do experimento (Fig 16A). O Zimosan e o Poli I:.C
induziram respostas febris de inicio semelhantes aos do LPS, porém de menor duragéo,
com temperaturas retornando aos valores basais em torno de 4 h (Figuras 16B e 16C,
respectivamente).

O pré-tratamento dos animais por via i.c.v. com BQ788 reduziu significativamente
a resposta febril induzida por LPS (Fig 16A), corroborando dados da literatura. Esse
antagonista promoveu um efeito semelhante na resposta febril induzida pelo Zimosan
(Fig. 16B). No entanto, a resposta febril induzida pelo Poli I:C n&o foi alterada com o

tratamento prévio dos animais com o BQ788 (Fig. 16C).
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Figura 16: Efeito do tratamento dos animais com BQ7 88 sobre a resposta febril induzida por LPS,
Zimosan ou Poli I:C. Os animais receberam uma inje¢éo i.c.v de BQ788 (3pmol), ou 0 mesmo volume
de veiculo (solugdo salina estéril, 2 puL) e apés 30 min receberam LPS (50 pg/kg, i.p., painel A), Zimosan
(3 mg/kg, i.p., painel B), Poli I:C (300 ug/kg, i.p., painel C) ou o0 mesmo volume de veiculo (salina estéril).
A temperatura abdominal foi medida a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a média + e.p.m da
temperatura abdominal (T abd) em °C dos animais (n=4-6). *p<0.05 quando comparado com o grupo que
recebeu BQ788 X veiculo. #p<0.05 quando comparado ao grupo que recebeu veiculo X LPS (16A) /
Zimosan (16B).
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4.10 Efeito do pré-tratamento com SR140333B por via intracerebroventricular

sobre as respostas febris induzidas por LPS, Zimosa  n ou Poli I:C

A administracdo do antagonista de receptores NK; SR140333B, seguida de
administracdo i.p. de Veiculo, ndo alterou a temperatura corporal dos animais,
comparativamente aos valores basais (Fig. 17). Também para os trés estimulos e em
todos os grupos, percebemos uma pequena e nao significativa alteracdo na
temperatura abdominal dos animais pouco antes da aplicagdo do agente pirogénico. A
administracdo de veiculo i.c.v, mesmo sendo um veiculo distinto dos outros
experimentos, ndo induziu qualquer variacdo na temperatura corporal dos animais.
Podemos observar que, enquanto o LPS promoveu uma resposta similar aquela
encontrada anteriormente (Fig. 17A), o Zimosan (Fig. 17B) e o Poli I:C (Fig. 17C)
induziram respostas febris de maior duracdo do que em outros experimentos, como nas
curvas dose-resposta. Porém, os picos de respostas febris foram semelhantes.

O tratamento dos animais com SR140333B antes dos estimulos pirogénicos
inibiu significativamente a resposta febril induzida por LPS (Fig. 17A) e por Zimosan

(Fig. 17B), porém nao modificou a resposta febril induzida por Poli I:.C (Fig. 17C).
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Figura 17: Efeito do tratamento dos animais com SR1  40333B sobre a resposta febril induzida pelo
LPS, Zimosan ou Poli I:C. Os animais receberam uma injecado i.c.v de SR140333B (3 pg), ou 0 mesmo
volume de veiculo (2 pL) e apés 30 min receberam LPS (50 pg/kg, i.p., painel A), Zimosan (3 mg/kg, i.p.,
painel B), Poli I:C (300 pg/kg, i.p., painel C) ou veiculo (solucdo salina estéril, 1 mL kg™). A temperatura
abdominal foi medida a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a média + e.p.m da temperatura
abdominal (T abd) em °C dos animais (n=4-6). *p<0.05 quando comparado com 0 grupo que recebeu
SR140333B X veiculo. #p<0.05 quando comparado ao grupo que recebeu veiculo X LPS (14A) / Zimosan
(14B).
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4.11 Efeito do pré-tratamento com CTAP por via intr  acerebroventricular sobre as

respostas febris induzidas por LPS, Zimosan ou Poli I:C

A administracdo central de CTAP, antagonista de receptore p-opidides, seguida
de veiculo via i.p., ndo alterou a temperatura dos animais. LPS, Zimosan e Poli I:C,
administrados perifericamente apds aplicacdo de veiculo via i.c.v., induziram respostas
febris de duracéo e picos febris caracteristicos (Fig. 18A-C). A administracéo prévia do
antagonista opibide reduziu significativamente as respostas febris do LPS (Fig. 18A), do
Zimosan (Figura 18B) e do Poli I:C (Figura 18C).
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Figura 18: Efeito do tratamento dos animais com CTA P sobre a resposta febril induzida pelo LPS,
Zimosan ou Poli I:C. Os animais receberam uma inje¢do i.c.v de CTAP (1 ug), ou 0 mesmo volume de
veiculo (2 pL) e apdés 30 min receberam LPS (50 pg/kg, i.p. painel A), Zimosan (3 mg/kg, i.p., painel B),
Poli 1:C (300 pg/kg, i.p., painel C) ou veiculo (solu¢do salina estéril, 1 mL/kg i.p.). A temperatura
abdominal foi medida a cada 15 min por 6 h. Os pontos representam a média + e.p.m da temperatura
abdominal (T abd) em °C dos animais (n=4-6). *p<0.05 quando comparado com o grupo CTAP X Veiculo.
#p<0.05 quando comparado ao grupo Veiculo X LPS (18A) / Zimosan (18B) / Poli I:C (18C).
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412 Efeito da administracdo in bolus de Zimosan sobre a concentragdo

intracelular de calcio em cultivos priméarios neurog liais na OVLT e MnPO

As Figuras 15A e 15B mostram os resultados obtidos a partir das analises de 233
neurbnios, 385 astrocitos e 46 células da microglia, derivadas de 5 diferentes
preparacdes de OVLT. De todas essas células, 3,9% dos neurdnios (9 células), 35,8%
dos astrocitos (138 ceélulas) e 43,5% das células da microglia (20 células) foram
responsivas a aplicacdo de Zimosan (Fig. 19A). A média da intensidade dos sinais de
Ca?* induzidos pelo Zimosan foi diferente nos trés fenétipos celulares, sendo
significativamente mais forte em astrécitos e células da microglia, comparada aos
neurdnios, em anélise feita por x°. As médias dos valores da raz&o entre as leituras de
comprimento de onda - Aratio [340/380 nm] — foram de 0,13 para neurdnios, 0,24 para
astrécitos e 0,3 para as células da microglia (Fig. 19B).

Com relacdo a MnPO, quatro preparacfes distintas foram realizadas, e 290
neurdnios, 163 astrocitos e 36 células da microglia foram analisadas (Fig. 19C e 19D).
De todas essas células, 8 neurbnios, 33 astrocitos e 16 células da microglia
responderam & aplicacdo de Zimosan, com uma elevacdo pronunciada nas [Ca*?].
Esses numeros correspondem a 2,8% dos neurdnios, 20,2% dos astrécitos e 44,4%
das células da microglia (Fig. 19C). A andlise destes dados por x* também demonstrou
gue, de maneira similar ao que ocorreu no OVLT, o nimero de astrdcitos e células da
microglia que responderam a aplicacdo de zimosan foi significativo na MnPO. Ainda, no
caso da MnPO, uma porcdo significativamente maior de células da microglia
responderam ao zimosan, comparativamente aos astrocitos. A intensidade média dos
sinais de Ca®" induzidos pelo Zimosan, para os trés diferentes fenétipos celulares, foi
muito similar. Os valores médios de Aratio [340/380 nm], nesse caso, variaram entre
0,16 e 0,25 (Fig. 19D). A figura 16E mostra exemplos de tracados tipicos de Ca*",
registrados de um pequeno grupo de ceélulas da OVLT coradas com Fura2-AM,
ilustrando assim atividades de dois astrocitos, duas células microgliais e dois neurdnios,
a uma aplicac&o in bolus de Zimosan. Esse PAMP induziu sinais de Ca?*, e isso ocorreu
segundos apos a aplicacdo de Zimosan. Injecdes in bolus de um volume equivalente de

tampdo ndo provocou efeito algum nas [Ca®], excluindo assim mecanismos n&o-
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especificos de estimulagcdo, em todas as células investigadas. Todos 0s neurdnios nao
responsivos ao Zimosan responderam a perfusdo de KCI, sendo assim considerado um

teste de vitalidade para essas células.
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Figura 19. Respostas a uma aplicagdo de Zimosan em cultivo primario neuroglial de ratos. Os

dados mostram a porcentagem de células da OVLT (Fig 19A) e MnPO (Fig 19C) responsivas ao Zimosan
(100 pg.mL™) com uma elevacdo na concentracao intracelular de célcio ([Ca*'li). N, nimero de células
testadas; n, nUmero de células responsivas ao Zimosan. Os painéis B e D mostram os valores de
variagdo da fluorescéncia (Aratio [340/380 nm]) como medida de [Ca2+]i no OVLT e MnPO,
respectivamente. As colunas representam a média = e.p.m. do Aratio para cada tipo celular. *p< 0,05,
qgquando comparada com neurfnios; #p<0,05, quando comparada com astrécitos. O grafico E mostra
exemplos de tracados tipicos registrados a partir de células da OVLT, ilustrando a responsividade de 6
células a uma aplicacdo Unica de zimosan (100 ng.mL?) e KCL. A intensidade da fluorescéncia Aratio

[340/380 nm] é proporcional & [Ca®']i.
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4.13 Concentragbes de TNF a e IL-6 apds estimulo in bolus de Zimosan em

cultivos primarios neurogliais na OVLT e MnPO

Adicionalmente, nés testamos a capacidade das células obtidas de OVLT e
MnPO em liberar citocinas, em resposta a uma unica estimulacdo com Zimosan. Apos
240 min da aplicacdo de 100 pyg.mL™ de Zimosan, um aumento na concentracdo de
TNF-a foi observado nos sobrenadantes, tanto de OVLT quanto de MnPO, comparado
aos microcultivos tratados com PBS (Fig. 20A). A concentracdo de TNF-a nos
sobrenadantes de células da OVLT estimuladas com Zimosan foi aproximadamente
duas vezes maior do que nas células da MnPO.

Ainda, niveis de IL-6 em sobrenadantes de células da OVLT e da MnPO, que
foram estimuladas com Zimosan ou que receberam somente PBS, foram determinados,
também 240 min ap0s o estimulo. Podemos observar que o estimulo com Zimosan
também aumentou os niveis de IL-6 em sobrenadantes de células provenientes da
OVLT (Fig 20B). No que se diz respeito as células derivadas da MnPO, o aumento nos
niveis desta citocina foi menor, comparado com a OVLT, e ndo estatisticamente

significativo quando comprado ao grupo que recebeu PBS (Fig 20B).
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Figura 20. Liberacdo de TNF- a e IL-6 em células provenientes de OVLT ou MnPO est imuladas com
Zimosan. Células provenientes da OVLT e MnPO (2-6 por grupo) foram estimuladas com Zimosan (100
pg/mL) e os sobrenadantes coletados apés 240 min. Os niveis de TNFa (Fig 20A) e IL-6 (Fig 20B) foram
avaliados através de bioensaios. As colunas representam a média + e.p.m. dos niveis de citocinas em
pg/mL ou Ul/ml *p<0.05 comparado ao grupo PBS.
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4.14 Efeito da administragdo in bolus de Poli I:C sobre a concentracao intracelular

de célcio em cultivos primarios neurogliais na MnPO

Com relacdo aos experimentos in vitro utilizando o Poli I:C, nossos resultados
sao referentes apenas a regido da MnPO, pois recentemente foi demonstrado que a
aplicacdo deste PAMP, em células provenientes da OVLT, promoveu um aumento na
sinalizacdo de célcio (OTT et al., 2012).

Assim, a partir de 04 diferentes preparacdes de células, obtivemos dados de 186
neurbnios, 145 astrdcitos e 22 células microgliais (Fig 21A). Destas, 08 neurénios, 06
astrécitos e 04 micréglias foram responsivos a uma aplicacdo de 100 pg.mL™ de Poli
I:C, no que diz respeito a um aumento na sinalizagdo de calcio intracelular. Em
porcentagem, esses valores correspondem a aproximadamente 4% dos neurdnios e
astrécitos, e 18% das células microgliais, e a andlise por x* demonstrou que a
porcentagem de células da microglia que foram responsivas foi significativamente
maior, quando comparadas com neurdnios e astrocitos. A média de A-ratio [340/380
nm] foi de 0,2 em todos os tipos celulares (Fig 21B). A Figura 21C demonstra exemplos

de respostas a aplicacdo de Poli I:C e de KCL, nos trés tipos celulares avaliados.
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Figura 21. Respostas a uma aplicagdo de Poli I.C em  cultivo primario neuroglial de ratos. O painel
A mostra a porcentagem de células da MnPO responsivas ao PIC (100 ug.mL'l) com uma elevagdo na
concentracdo intracelular de calcio ([Ca®]i). N, nimero de células testadas; n, nimero de células
responsivas ao Poli I:C. O painel B mostra os valores de fluorescéncia de Aratio [340/380 nm] como
medida de [Ca*]i. As colunas representam a média + e.p.m. das células responsivas para cada tipo
celular. *p< 0,05, quando comparada com neurdnios; #p<0,05, quando comparada com astrécitos. O
painel C mostra exemplos de tracados tipicos registrados a partir de células da MnPO, ilustrando a
responsividade de trés células a uma aplicacdo Unica de Poli I:C (100 pg.mL™). A intensidade da
fluorescéncia Aratio [340/380 nm] é proporcional & [Ca™"]i.



5.DISCUSSAO

91




92

Os resultados desse estudo confirmaram que os dois PAMPs estudados,
Zimosan e Poli I:C, induzem resposta febril quando administrados perifericamente a
ratos. Em nossos experimentos, ainda foi possivel verificar o envolvimento de alguns
mediadores e compara-los com a resposta febril induzida pelo LPS. Constam na
literatura informacdes a respeito da febre apds injecdo sistémica dessas substancias
(FORTIER et al., 2004; HUBSCHLE et al., 2007). Entretanto, ndo existem estudos sobre
a participacdo de algumas citocinas nessas respostas febris através do uso de
anticorpos ou antagonista por via central. O estudo da participacdo de outros
mediadores centrais além das citocinas nessas respostas febris também é mostrado
nesse trabalho de forma inédita.

Adicionalmente, obtivemos resultados envolvendo a inducéo de sinalizacdes de
Ca™ em células neurogliais de ratos, em duas areas importantes relacionadas a
termorregulacdo e inducdo de febre. Os dados referentes a aplicacdo de Zimosan
nessas culturas vieram de cultivos de OVLT e MnPO. As atividades das citocinas TNF-a
e IL-6 também foram analisadas apo0s estimulo dessas células pelo Zimosan. Os
estudos que utilizaram o Poli I:C para estimulacdo celular foram realizados somente em
células provenientes da MnPO devido a existéncia de dados recentes na literatura
envolvendo esse PAMP e a inducdo de sinalizacdo de Ca*? em células da OVLT,

realizados pelo mesmo grupo de pesquisa (OTT et al., 2012).

5.1 Curvas de resposta febril induzidas pelo Zimosa  n e pelo Poli:IC:

O Zimosan induziu resposta febril nas maiores doses utilizadas, porém né&o
houve diferenca estatistica entre as doses de 3 e 10 mg/kg (Fig 3A). Por essa razao, 0s
experimentos subsequentes foram conduzidos utilizando-se a menor dose que causou
uma resposta febril significativa, comparada com o grupo veiculo. No presente estudo
ndo se observou hipotermia, como relatado por Li e colaboradores nas doses mais altas
por eles usadas, que foram administradas por via i.v. em cobaias (LI et al., 2002). Ao
contrario, uma proeminente resposta febril com pico de 1,5 °C, que durou 2 h, foi
observada na dose de 3 mg/kg (Fig 3A). De forma semelhante aos resultados

apresentados, Hubschle e colaboradores (2007), utilizando uma dose de 10 mg/kg em
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ratos por via i.p., observaram uma resposta febril que durou 4 h, e relatam que, nesta
dose, também n&o foi observada hipotermia nos animais (HUBSCHLE et al., 2007). Em
outro estudo, Kanashiro e colaboradores (2009) observaram que a administragao intra-
articular de 4 mg de Zimosan levou a uma resposta febril pronunciada e de longa
duracdo, sendo essa dose utilizada como modelo de artrite induzida por Zimosan
(KANASHIRO et al., 2009). Essas diferencas na intensidade e duracao da febre podem
estar relacionadas a espécies animais, via de administracdo e temperaturas ambientes
nas quais os experimentos foram realizados.

Com relacdo ao Poli I:C, alguns estudos sobre este agonista de TLR3 foram
encontrados na literatura. Para a escolha da dose a ser utilizada no presente estudo,
baseamo-nos principalmente em trabalhos relacionados as alteracdes de temperatura e
de comportamento de doenca (sickness behaviour), e essas variavam entre 500 e 4000
png/kg, por diferentes vias de administracdo (KATAFUCHI et al., 2003; FORTIER et al.,
2004; VOSS et al.,, 2006, 2007; GANDHI et al.,, 2007; MATSUMOTO et al., 2008;
HOPWOOD et al., 2009). Os estudos que relatavam resposta febril foram os publicados
por Fortier e colaboradores (2004) e Voss e colaboradores (2006, 2007), que utilizaram
doses de 750 pg/kg i.p. em ratos e 500 pg/kg i.p. e i.a. (intra-articular) em cobaias,
respectivamente. Os experimentos que relatam diminuicdo nas atividades, associadas a
fadiga (frequentemente observada durante o comportamento de doenca), relataram
doses mais altas (em torno de 3 mg/kg) em ratos ou camundongos (KATAFUCHI et al.,
2003; GANDHI et al., 2007; MATSUMOTO et al., 2008; HOPWOOD et al., 2009).

Assim, o0s experimentos para determinacdo de uma curva dose-resposta
iniciaram-se com doses i.p. de 300, 1000 e 3000 pg/kg. Todas estas doses induziram
um aumento significativo da temperatura abdominal dos animais -comparados com 0s
animais que receberam somente salina - e ndo apresentavam diferenca estatistica
entre elas (dados das ultimas doses ndo estdo mostrados). Por conseguinte, a curva
dose-resposta para a resposta febril foi repetida com doses menores, de 3 a 300 pg/kg.
A dose de 3 pg/kg ndo aumentou significativamente a temperatura abdominal dos
animais quando comparada aos animais que recebem veiculo. Ja a dose de 30 pug/kg
apresentou alguns momentos de aumento significativo na temperatura corporal dos

animais e a dose de 300 pg/kg manteve o padrdo de aumento de temperatura corporal
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gue j& havia sido observado. Essa dose foi escolhida para dar prosseguimento ao
estudo. Desse modo, temos uma resposta febril que inicia 2 h apds a injecéo i.p. de Poli
I:C, tem seu pico de aproximadamente 1,2 °C em 3 h, com valores de temperatura
abdominal retornando aos basais por volta de 4 h (Fig 4A). Esse padrédo de febre se
manteve no seguimento do trabalho e é muito semelhante a febre induzida pelo Poli I:C
em cobaias, por via i.p., ha dose de 500 pg/kg (VOSS et al., 2006).

O LPS, na dose ja estabelecida de 50 pg/kg, induziu uma resposta febril mais
intensa e duradoura, como pode ser observado em varias figuras apresentadas (Fig. 5-
7A; 10-11A; 13-15A). E possivel que uma dose relativamente mais baixa do Poli I:C,
como a utilizada neste estudo, poderia induzir uma resposta febril mais branda do que a
observada para o LPS, o que poderia resultar em em possiveis diferencas com a
resposta febril induzida por estes dois agentes. Hopwood e colaboradores, num intuito
semelhante ao nosso, ao comparar a resposta viral do Poli I:C com a bacteriana do
LPS, observaram fadiga e letargia mais brandos com o Poli I:C, mesmo em doses de 3
a 4 mg/kg i.p. (HOPWOOD et al., 2009). Esses dados, somados ao fato de néo
havermos tido uma diferenca significativa na resposta febril com doses maiores de Poli
I:C, sugerem que um aumento de dose possivelmente ndo afetaria os resultados
obtidos com antagonistas e anticorpos, discutidos adiante, de forma significativa. E
portanto, as doses escolhidas satisfazem o objetivo do presente trabalho no sentido de
uma primeira analise comparativa destes estimulos. No entanto, é importante ter
sempre em mente que, em doses superiores de qualquer dos estimulos (inclusive do
LPS) diferentes mediadores poderiam estar envolvidos.

O LPS, de maneira similar ao presente estudo, também j& foi utilizado como
controle positivo, para comparagao com agonistas TLR3, em um estudo a respeito da
guebra da homeostasia em células endoteliais (SHIBAMIYA et al., 2009), além do ja
citado trabalho relacionando fadiga, letargia e febre com a utilizacéo de Poli I.C e LPS
(HOPWOOD et al., 2009).

Os resultados apresentados no presente trabalho também corroboram estudos
prévios que mostraram que 0 aumento na temperatura corporal causado pelo Zimosan
e pelo Poli I:C sdo de fato uma resposta febril. Os resultados obtidos demonstram que a

injecdo intraperitoneal desses PAMPs causou uma diminuicdo na temperatura da cauda
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do animal, que precede o aumento na temperatura abdominal em alguns minutos, no
caso do Zimosan (Fig. 3B), e que coincide com o aumento da temperatura abdominal
no Poli I:C (Fig. 4B). Em ambos os casos ocorre uma redu¢do do indice de perda de
calor (Fig. 3C e 4C) sugerindo que a administracdo destes estimulos esteja ativando
mecanismos de conservacao de calor, tais como a vasoconstricdo periférica. Este efeito
do Zimosan também foi observado por Kanashiro e colaboradores (KANASHIRO et al.,
2009). Além da vasoconstricdo, 0 aumento na temperatura abdominal também esta
associado ao comportamento doenca (sickness behaviour), o que também pode
caracterizar uma resposta febril. A associacdo entre febre e comportamento-doenca foi
observada em estudos prévios com o Zimosan (HUBSCHLE et al., 2007) e com o Poli
I:C (KATAFUCHI et al., 2003; HOPWOOD et al., 2009). Em conjunto, esses resultados
sugerem que ambos os estimulos, o Zimosan e o Poli I:C, sdo capazes de de ativar

mecanismos centrais de inducéo da febre.

5.2 Papel das citocinas nas respostas febris induzi  das pelo Zimosan e pelo Poli
I:C

O presente estudo mostrou, pela primeira vez, que a resposta febril induzida
pelo Zimosan foi reduzida pela administragao central de anticorpos contra TNF-a e IL-6
e pelo IL1-RA, confirmando o envolvimento dessas trés citocinas na resposta febril
induzida por esse pirogénio. Nosso estudo demonstrou também de forma inédita que a
resposta febril induzida pelo Poli I:C foi reduzida pelo tratamento dos animais com
anticorpos contra as citocinas TNF-a e IL-6. A participacéo de citocinas como TNF-a, IL-
1B e IL-6 na resposta febril induzida pelo LPS ja tem sido reportado em grande namero
de estudos (LEMAY et al., 1990; ROTH et al., 1998; ROTH; SOUZA, DE, 2001).

Nossos resultados também apresentaram niveis de TNF-a e IL-6 aumentados
nas amostras de plasma e IL-18 no CSF dos animais que receberam LPS, reforcando a
participacdo dessas citocinas na resposta febril induzida por esse PAMP.

Com relacdo ao TNF-a, a administracdo de Zimosan ou Poli I:C ndo resultou em

um aumento significativo desta citocina 1 h ap6s a administragdo do estimulo. No
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entanto, esta citocina mostrou-se aumentada 1 h apos a administracdo de LPS no
plasma (Fig. 9A), estando estes dados de acordo com a literatura.

Um estudo relata aumento nos niveis desta citocina em modelo de artrite
reumatoide induzida pelo Zimosan, em camundongos, no liquido sinovial da juncéo
temporo-mandibular desses animais (CONTE et al., 2008). Em outro estudo, apés a
indugcao de hiperalgesia por Zimosan em ratos observou-se grandes quantidades de
TNF-a, através de imunohistoquimica, na juncdo temporo-mandibular (CONCEICAO-
RIVANOR et al., 2014). Até o momento, ndo ha dados correlacionando resposta febril
induzida por este agente e aumento nos niveis plasmaticos de TNF-a.

Ja para o Poli I:C, Fortier e colaboradores encontraram um aumento nos niveis
plasmaticos de TNF-a 2 h ap6s a administracdo desta substancia. Porém, de maneira
semelhante aos nossos resultados, os valores nao foram significativos uma hora apos a
aplicacdo sistémica deste estimulo (FORTIER et al., 2004). Outro estudo enfocou as
mudancas na concentracdo de citocinas quando diferentes vias de administracdo foram
usadas para aplicar o Poli I:C. Quando administrado via i.p. em cobaias, o Poli I.C
induziu um pico menor e mais tardio de TNF-a, comparado com a administracdo via i.a.
No caso desta citocina, o pico da administracdo i.p. foi também em 2 h (VOSS et al.,
2006). Deste modo, é possivel que o tempo utilizado para avaliacdo dos niveis
plasméticos e centrais de TNF- a no presente estudo tenha sido adequado para o LPS
mas néo para o Poli I:C ou para o Zimosan.

O anticorpo contra TNF-a, na dose utilizada nesse estudo, confirmou a
participacdo desta citocina na resposta febril induzida pelo LPS. Estudos semelhantes
ja foram realizados com outros pirogénios, porém normalmente a ferramenta
farmacologica para avaliar a participacdo do TNF-a na resposta febril induzida por
pirogénio era o receptor soltvel | de TNF-a (ROTH et al., 1998; SOARES et al., 2012).
Como estavamos diante de uma molécula ndo antes utilizada para esse fim, calculamos
a dose i.c.v. do anticorpo anti-TNF-a sendo dez vezes a dose de citocina que induz
resposta febril (250 ng) (FRAGA et al.,, 2008), obtendo sucesso em noOSso0S
experimentos. Os resultados obtidos com o anticorpo anti-TNF-a na resposta febril
induzida por Zimosan e Poli I:C demonstraram que este anticorpo reduziu de forma

consistente a resposta febril do inicio até o final. Como né&o foi identificado TNF-a na
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circulagdo ou no fluido cerebroespinhal dos animais 1 h apds a administracdo dos
pirogénios € possivel que esta citocina seja liberada em tempos inferiores a 1 h, sendo
portanto neutralizada pelo pré-tratamento com o anticorpo. Outra hipotese seria o fato
do CSF ser um material que corresponde a todo o SNC, considerando a sua passagem
por diferentes regides de todo o sistema. Desse modo, a dosagem de citocinas a partir
de tecido correspondente a regifes mais diretamente relacionadas a febre, como o
hipotdlamo, pode ser muito Gtil para confirmar esses dados. Assim, a confirmacao
destas suposi¢cdes necessita de estudos mais detalhados.

No entanto, os dados obtidos com o anticorpo anti-TNF-a sugerem que, embora
o periodo em que o TNF- a € liberado ndo esteja claro, sua participagdo na resposta
febril induzida por estes pirogénios foi confirmada.

Com relacdo a IL-1B, embora os niveis desta citocina no CSF de animais
submetidos & administracéo i.p. de Zimosan e Poli I:C estivessem aparentemente altos,
estes ndo foram significativos e sugerem que 2 h também pode n&o ser o melhor
tempo para detectar IL-1B no plasma, apos a injecdo de Zimosan. Tampouco para o
grupo Poli I:C. Assim como em nossos resultados, Fortier e colaboradores néo
obtiveram niveis significativamente aumentados de IL-13 apds a administracdo de Poli
I:C. No entanto, a pré-administracdo sistémica de IL-1RA diminuiu os niveis de IL-6 no
plasma de animais submetidos a aplicacdo de Poli I:C, no tempo de 2 h (FORTIER et
al., 2004), levando os autores a sugerir uma relagéo entre as duas citocinas, da qual
estamos de acordo.

Ja esta bem estabelecida a capacidade do IL-1RA em atenuar a resposta febril
induzida pela endotoxina bacteriana e a dose utilizada nesse estudo baseou-se em
doses encontradas na literatura (FABRICIO et al.,, 2006). Em 2004, Fortier e
colaboradores pré-trataram os animais com IL-1RA por via sistémica, ao mesmo tempo
ou 1 h apbés a administracdo periférica de Poli I:C e o resultado também foi uma
atenuacado da resposta febril (FORTIER et al., 2004). Portanto, com relacdo a IL-13,
confirmamos a participacdo desta citocina na resposta febril induzida por Poli I:C. Uma
vez que em nosso estudo o IL-1RA foi administrado i.c.v., sugerimos que a IL-1p
produzida perificamente apds a administracdo de Poli I:C & capaz de alcangcar o SNC

para induzir febre. Em 2007, Voss e colaboradores foram capazes de detectar a
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presenca de RNA mensageiro para IL-13 no cérebro de cobaias submetidas a
administragcdo intra-arterial de Poli 1:C, o que corrobora a presenca dessa citocina
também no SNC durante a resposta febril induzida por este PAMP (VOSS et al., 2006).

Com relagéo a IL-6 encontramos, no tempo escolhido para coleta, um aumento
significativo dessa citocina no plasma dos animais submetidos apenas a administragéo
de Zimosan, e ndao de Poli I:C. Voss e colaboradores observaram que esta citocina
estava aumentada 2 h apds as administragbes de Poli I:C (VOSS et al., 2006). No
trabalho ja citado de Fortier e colegas, foram detectados valores cinco vezes maiores
de IL-6 no plasma, 2 h ap0s a administragdo do Poli I:.C (FORTIER et al., 2004). No
entanto, esses valores retornaram a niveis basais no tempo de 4 h. Portanto, é possivel
gue em nosso estudo um perfil semelhante de retorno aos niveis baixos na terceira
hora, tanto no plasma quanto no CSF tenha ocorrido. Neste sentido, o tempo de coleta
de plasma utilizado em nosso estudo talvez ndo tenha sido o ideal para este estimulo.

Ainda com relagéo a IL-6, o estudo de Voss e colaboradores demonstraram a
presenca do STAT-3 no cérebro de cobaias, apds a administracdo de Poli I:C (VOSS et
al., 2007). A ativacao desse fator de transcricdo esta relacionada ndo a uma agéao direta
do Poli I:C, mas sim a presenca de alguma citocinas, principalmente a IL-6. Nosso
estudo, portanto, confirma a importancia da IL-6, ocorrendo particularmente no SNC, na
resposta febril do Poli I1:C sugerida anteriormente por Voss e colaboradores
demonstrando a atenuacdo da resposta febril induzida pelo Poli I:C apds o pré-
tratamento dos animais com anticorpo anti IL-6 por via i.c.v.

Em relagdo a dose de anticorpo anti IL-6, a dose estabelecida foi de 10ug,
intermediaria entre a dose de 5 pg ja usada em experimentos de febre induzida pela
citocina (SOARES et al., 2012) e de 15 pg em experimentos de febre na sepse induzida
por CLP (FIGUEIREDO et al., 2012). Portanto, os dados obtidos em nossos estudos
confirmam estes dados anteriores.

E interessante observar que o anticorpo para TNF-a e o IL1-RA reduziram a
primeira hora da resposta febril induzida pelo Zimosan, enquanto que o anti IL-6
bloqueou a ultima hora dessa resposta, sugerindo que as primeiras citocinas exercem
maior importancia para a inducdo dessa resposta febril, enquanto a IL-6 tem uma

provavel funcdo de manter esta resposta. Ja € relatado que as primeiras citocinas a
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serem liberadas apoés a injecdo de LPS sdo o TNF-a e a IL-1[3, enquanto que a IL-6 é
liberada posteriormente (ROTH et al., 2009).

As amostras para avaliacdo dos niveis das trés citocinas, apos a administracao
dos PAMPs, foram coletadas em tempos baseados na resposta febril induzida pelo LPS
e na cascata de citocinas ativada por esse estimulo (ROTH; SOUZA, DE, 2001). E
importante observar que as respostas febris induzidas tanto pelo Zimosan quanto pelo
Poli I:C apresentaram padrdes distintos ao do LPS pois foram respostas febris de
menor tempo de duracdo. Todas estas observacdes em conjunto nos sugerem que a
liberagéo das citocinas, em especial do TNF-a e da IL-1B3, na resposta febril induzida
por Zimosan e Poli I:C apresentam uma cinética distinta daquela induzida pelo LPS,
porém ndo menos importante. Uma medida mais acurada, em diferentes tempos,
poderia ser feita, a fim de determinar curso de liberacdo dessas citocinas no plasma e
no CSF apds a administracdo destes estimulos.

Com relacdo a ativacdo de STAT-3 pelo Poli I:.C, € importante salientar que
outra citocina cujo aumento de atividade estimula vias de transducédo do tipo Jak/Stat é
o IFN (SCHRODER et al., 2004). No caso da febre pelo IFNy, o mecanismo para a
inducdo da febre ndo esta bem claro, uma vez que essa citocina inibe a PGE2 induzida
por LPS e IL-13 (DINARELLO, 2004). Won e colegas mostraram que o Poli I:C n&o foi
capaz de estimular a sintese de IFN em células ou macerados de cérebro, obtidos de
coelhos, sugerindo que essa citocina nao estaria envolvida na resposta febril induzida
por esse estimulo (WON et al., 1991). No entanto, ambos os IFN tipo | e Il tem sido
implicados na febre (HORI et al.; NAKASHIMA et al.,, 1987, 1988). Demonstramos
claramente neste estudo que a administracdo central do anticorpo anti IFNy aboliu a
resposta febril induzida pelo agente viral sintético Poli I:C enfatizando assim, a
importancia dessa citocina e da continuidade do estudo do seu papel nesse processo. E
possivel que, além do INF-y, os IFN tipo | também participem da resposta febril induzida
pelo Poli I:C uma vez que sua sintese estd aumentada no cérebro apos a injecado de
Poli I:C (CUNNINGHAM et al., 2007).

O envolvimento de citocinas periféricas e centrais na manifestacdo de uma
resposta febril induzida por véarios estimulos tem sido mostrado extensivamente
(ROTHWELL et al., 1991; GATTI; BARTFAI, 1993; LUHESHI et al., 1997; CARTMELL et
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al., 2000; RUMMEL et al.,, 2006b; HARDEN et al., 2011). Entretanto, se 0s niveis
aumentados de citocinas no SNC sao decorrentes da entrada de citocinas advindas da
corrente circulatoria ainda uma questdo extensivamente controversa. A hipotese mais
tentadora sugere que essas citocinas agiriam nos vasos sanguineos dos 0Orgaos
circunventriculares e induziriam mediadores centrais da febre (BLATTEIS, 1992). No
entanto, tem sido sugerido que essas citocinas podem ser geradas no SNC,
particularmente no hipotalamo e em areas proximas, apos injecdo de LPS (VALLIERES;
RIVEST, 1997; JACOBS et al., 1997; NADEAU; RIVEST, 1999).

No presente estudo, os anticorpos e o IL-1RA foram injetados diretamente no
SNC. Um efeito periférico do IL-1RA injetado centralmente parece improvavel, porque
as doses necessérias de IL-1RA administradas por via i.p. para reduzir a febre induzida
por LPS sdo de 600 a 1000 vezes maiores do que a dose utilizada neste estudo
(SMITH; KLUGER, 1992; MILLER et al., 1997). Para IL-6 e TNF-a, ndo ha estudos a
respeito dos efeitos de anticorpos purificados que foram administrados perifericamente
na febre. Anticorpos Anti TNFa e Anti IL-6 em doses de 20 a 800 vezes maiores que as
utilizadas em nosso estudo foram necessarias para bloquear a atividade dessas
citocinas em outras condi¢bes inflamatérias (PAUL et al., 2003; SAUD et al., 2005;
RODERFELD et al., 2006). Além disso, a dose de Anti-IL-6, como ja& comentado, foi
baseada em estudos prévios que também sugeriam um efeito central dos anticorpos
(SOARES et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2012).

Dessa forma, nossos resultados sugerem que citocinas como IL-13, TNF-a e IL-
6 presentes no SNC, assim como na resposta febril induzida por LPS, participam da
resposta febril induzida por Zimosan e Poli I:C. Em adi¢céo, no caso da resposta febril
induzida por Poli I:C, a participacdo central de INF-y também € crucial. A origem precisa
dessas citocinas ndo pode ser identificada através do método experimental que foi
utilizado nesse estudo, mas nossos dados sugerem ainda a possibilidade de que a
cinética de liberacdo destas citocinas, considerando-se as doses utilizadas, podem
diferir entre o LPS, o Zimosan e o Poli I:C. Para confirmar essa hipétese, futuros
estudos poderdo ser realizados, administrando os anticorpos ou antagonista em
diferentes tempos, antes ou apos o estimulo pirogénico, evidenciando essas possiveis

diferencas cinéticas. Complementando, as func¢des especificas de outras citocinas, tais
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como o MIP-1a e o CINC-1, poderdo ser alvo de futuros estudos, tanto para o Poli I:C

guanto para o Zimosan.

5.3 Papel das Prostaglandinas e de outros mediadore s centrais na resposta febril

induzida por Zimosan e Poli I:.C.

Com base nos nossos resultados de citocinas e na capacidade de algumas
destas proteinas em ativar a sintese de prostanoides, foi possivel prever que as
respostas febris induzidas pelos dois PAMPs em estudo seriam dependentes da
producao da prostaglandinas. De fato, ndo somente a resposta febril induzida por esses
agentes foi atenuada ou até abolida pelo pré-tratamento com antiinflamatérios néo-
esteroidais, seletivos ou ndo para COX-2, quanto pudemos observar o aumento dos
niveis de PGE2 apos o estimulo pirogénico e a atenuacéo desses niveis quando de um
pré-tratamento antiinflamatorio ndo-esteroidal.

Neste sentido, nossos estudos confirmam publicacbes anteriores. Apesar dos
dados referentes ao Zimosan serem bastante escassos, a atenuacdo de sinais clinicos
presentes no modelo de artrite induzida pelo Zimosan, quando da administragdo de
indometacina, ja foi reportada (GEGOUT et al.,, 1995). Além disso, Kanashiro e
colaboradores observaram que a resposta febril induzida por esse agente por via intra-
articular (i.a.) foi bloqueada por diferentes inibidores de COX (KANASHIRO et al.,
2009). Esses autores também observaram niveis significativos de PGE; no CSF (e nao
no plasma) de ratos submetidos ao modelo de artrite, durante a resposta febiril,
sugerindo a liberacéo central desse prostanoide

Com relacédo ao Poli I:C, Voss e colaboradores verificaram uma atenuacdo da
resposta febril induzida por essa substancia apdés o tratamento dos animais com
inibidores da sintese de prostaglandinas. Esses mesmos autores realizaram
experimentos de hibridizacdo in situ, onde verificaram um aumento na expressao da
enzima COX-2 em tecidos cerebrais de animais submetidos ao tratamento com Poli I:C
(VOSS et al., 2007).
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Algumas citocinas, como TNF-a, IL-18 e IL-6 também s&o conhecidas por
induzir a sintese de COX-2 na vasculatura cerebral e consequentemente, a sintese de
PGs, que séo importantes na inducédo da febre (CAO et al., 1996, 1998). Tendo como
base os nossos resultados, parece plausivel que a resposta febril induzida pelo Poli I:C
dependa da sintese de PGs. De fato, muitos estudos observaram que a resposta febril
induzida pelo Poli I:C foi bloqueada por diferentes inibidores de COX (DAVIDSON et al.,
2001; VOSS et al., 2007; YAMATO et al., 2014). Também foi demonstrado que o Poli I:C
aumenta os niveis circulantes de PGE; imunorreativa (MILTON et al., 1993). Mais tarde,
Davidson e colaboradores mostraram que aumentos dos niveis de PGE2 no plasma e
CSF ocorreram em paralelo ao aumento da temperatura corporal, apés injecao
intravenosa de Poli I:C em coelhos (DAVIDSON et al., 2001).

O nosso estudo d& suporte a esses estudos prévios, demonstrando que as
respostas febris induzidas tanto pelo Zimosan e pelo Poli I:C em ratos também sé&o
bloqueadas por inibidores de COX, inclusive o inibidor seletivo de COX-2, celecoxibe.
Somado a esse fato, um aumento nos niveis centrais de PGE2 3 h apés a
administracdo destes estimulos foi observada, e esses aumentos, de maneira
semelhante com o que ocorreu nas respostas febris, foram reduzidos pelo tratamento
dos animais com indometacina.

Além das prostaglandinas, foi demonstrado que os opidides enddgenos, a ET-1
e a substancia P podem também participar da resposta febril induzida pelo LPS
(FABRICIO et al., 1998; FRAGA et al., 2008; REIS et al., 2011).

Nesse estudo, demonstramos que a resposta febril induzida pelo Zimosan e
também pelo Poli I:C sdo também dependentes da liberagdo central de opioides
endégenos. Embora nenhum estudo que demonstre que Zimosan ou Poli I:C podem
induzir a sintese ou liberacdo de opioides enddégenos no SNC tenha sido identificado, a
participacdo desses mediadores nessas respostas febris ndo € surpreendente, uma vez
gue a resposta febril induzida por TNF-a e IL-6 pode ser bloqueada pelo tratamento dos
animais com CTAP e portanto depende da liberacdo desses peptideos (FRAGA et al.,
2008). Em modelo de hiperalgesia por artrite reumatdide induzido por Zimosan, a
administracdo i.a. do antagonista opioide naloxona n&o foi capaz de reduzir a
hiperalgesia (CONCEICAO-RIVANOR et al., 2014), nos levando a supor que a agio
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opioide promovida pelo Zimosan esta restrita ao seu papel como mediador central da
resposta febril.

Por outro lado, a resposta febril induzida pelo Zimosan demonstrou ser
dependente também de endotelina-1. Em 2008, Conte e colegas verificaram que o
acumulo neutrofilico e a formacdo de edema na artite induzida pelo Zimosan, em
camundongos, poderiam ser amenizados com o pré-tratamento local dos antagonistas
de receptores de ET (o nao seletivo bosentan, o antagonista ETA BQ123 e o
antagonista ETB BQ788) (CONTE et al., 2008), demonstrando que o0 Zimosan pode
também promover efeitos periféricos modulados por endotelinas.

A resposta febril induzida pelo Zimosan também foi dependente da liberagédo de
substancia P. Nosso estudo é o primeiro em associar a resposta febril induzida por esse
PAMP e a substancia P. Porém, encontramos um estudo que envolve a participagédo
desta taquicinina no modelo de inflamagéo intestinal aguda por Zimosan em ratos
(LANDAU et al., 2007). Esses autores utilizaram o antagonista de receptores NK1 CP-
96.345 ou um oligonucleotideo antisense direcionado ao RNA mensageiro desse
mesmo receptor, e verificaram atenuacdo de sinais inflamatorios intestinais decorrentes
da aplicagdo de Zimosan diretamente no colon. Além disso, observaram internalizacao
de receptores NK1 (sinal de liberacdo de substancia P) na medula espinal desses
animais, apenas nos individuos ausentes de qualquer tratamento, verificando a
importancia da substancia P na manifestacdo da doenca inflamatodria intestinal induzida
pelo Zimosan. Em nosso estudo, demonstramos a sua participagdo como mediador
central da resposta febril com esse agente.

Surpreendentemente, a resposta febril induzida pelo Poli I:C ndo depende da
sintese ou liberacdo de endotelinas ou substadncia P. Farina e colaboradores
demonstraram recentemente que o Poli I:C pode induzir ET-1 e outros marcadores de
ativacdo vascular em células endoteliais e fibroblastos (FARINA et al., 2011). Além
disso, o Poli I:C também induziu a liberacdo de ET-1 por células da musculatura lisa
arterial pulmonar (GEORGE et al., 2012). Em adi¢éo, foi também demonstrado que o
Poli I1:C pode regular positivamente a sintese de ET-1 em células endoteliais
microvasculares da derme (LENNA et al., 2013). Apesar disso, ndo ha evidéncias de

gue o Poli I:C pode gerar ET-1 no sistema nervoso central. Niveis plasmaticos



104

aumentados de ET-1 foram também detectados apos a administracdo de IL-13 e TNF-a
(VEMULAPALLI et al., 1994; KLEMM et al., 1995), citocinas que, como demonstrado no
presente estudo, participam da resposta febril induzida pelo Poli I:C. Entretanto, a ET-1
nao participa da resposta febril induzida por essas citocinas (FABRICIO et al., 1998,
2006). Dessa maneira parece que, embora o Poli I:C e as citocinas geradas apés a sua
administracdo (IL-18 e TNF-a) possam potencialmente induzir ET-1, esse peptideo ndo
parece ser importante para a resposta febril induzida por este estimulo.

Um contexto similar pode ser observado com a Substancia P. Embora a
presenca desta taquicinina e seu precursor preprotaquicinina A no hipotalamo ja seja
conhecida (GAUTREAU; KERDELHUE, 1998; HURD et al., 1999), ndo ha estudos que
demonstrem que o Poli I:C induz a liberacdo de substancia P no cérebro.
Demonstramos neste estudo que a resposta febril induzida pelo Poli I:C é dependente
de IL-1B. Existem algumas evidéncias de que a IL-1p induz a liberacdo de substancia P
de células da medula espinal, neurbnios aferentes primarios e neurdnios sensoriais
adultos do corno dorsal da medula (MALCANGIO et al., 1996; INOUE et al., 1999;
SKOFF et al., 2009). No entanto, estudos prévios demonstraram que a febre induzida
por IL-13 ndo depende da ativacdo de receptores NK1 (REIS et al., 2011).

Deste modo, os resultados obtidos demonstram que a resposta febril induzida
pelo Zimosan possui mais semelhancas com a do LPS, no que diz respeito aos seus
mediadores centrais. Ja o Poli I:C apresenta algumas diferencas. Ndo nos surpreende
gue a resposta febril induzida por um agonista de TLR2, localizado na membrana
celular, seja mais similar ao conhecido modelo utilizando o LPS, um agonista TLR4,
também localizado na membrana. A intensidade de sinais poderia apresentar as suas
particularidades, porém as vias ativadas seriam mais semelhantes nesse caso, quando
comparadas com o Poli I:C, um agonista de TLR3, receptor intracitoplasmatico e que
usa primariamente a via TRIF de transducédo de sinais (PIRAS; SELVARAJOO, 2014).
Por essa perspectiva, também se pode justificar a auséncia da participagdo de alguns
mediadores como endotelina e substancia P na resposta febril induzida pelo Poli I:C. A
participacdo de outros mediadores, como o CRF e endocanabinoides, requerem futuras

investigacoes.
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5.4 Responsividade de células neurogliais de ratos ao Zimosan e ao Poli I:C

A OVLT e a MnPO séao areas hipotalamicas importantes, que se conectam, e
estdo relacionadas a resposta febril (BLATTEIS, 1992; RUMMEL et al., 2006; YOSHIDA
et al., 2009; HATZELMANN et al., 2013). A OVLT possui uma BHE mais permeavel,
recebendo assim mais informacdes de areas periféricas do corpo, e enviando sinais a
areas proximas, como a MnPO (OTT et al., 2010, 2012). Além disso, a expresséo de
TLR2 e TLR6 foi reportada em células endoteliais do SNC, e a administracdo do
agonista destes receptores, o Zimosan, aumentou ainda mais a permeabilidade dos
vasos (NAGYOSZI et al., 2010). Ainda, o Zimosan administrado diretamente na OVLT
potenciou a resposta febril induzida por pirogénio endégeno (STITT; SHIMADA, 1989).
Reunidos, esses estudos sugerem que 0 Zimosan poderia também apresentar um
efeito direto no SNC, particularmente em areas relacionadas a febre.

Em microcultivos neurogliais primarios, identificamos um nimero substancial de
células da OVLT e da MnPO responsivas a uma Unica aplicacdo de Zimosan. Esse
fenbmeno foi observado principalmente em astrocitos e células da micréglia, quando
comparados com neurdnios, em ambas as areas analisadas. Outra observacdo dos
nossos resultados foi que os valores da razdo entre as leituras de comprimento de
onda, Aratio [340/380 nm], foram significativamente diferentes entre os fendtipos
celulares responsivos ao Zimosan em microculturas da OVLT, porém ndo da MnPO. As
respostas em astrocitos e células da micrdglia foram mais expressivas do que em
neurbnios. Esse fato pode estar associado com as funcdes especificas das células
gliais e a expressédo de TLR2/TLR6 na microglia, e TLR2 e em astrdcitos (BSIBSI et al.,
2002; OLSON; MILLER, 2004; KIELIAN, 2006). Essas questbes, em complementacao
aos nossos resultados, sugerem que, mesmo que as respostas de calcio tenham sido
observadas de forma separada na OVLT e na MnPO, as respostas induzidas pelo
zimosan na OVLT poderiam ser transmitidas para a MnPO. Nas duas regides, um
aumento répido de calcio intracelular (poucos segundos), seguido de um lento
decréscimo de aproximadamente 2 min foi observado na maioria das células
responsivas, o que sugere um efeito direto desse PAMP nessas ceélulas. Para a

estimulacdo de culturas da OVLT pelo LPS, quatro padrdes distintos de sinalizacdo de
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calcio foram descritos (OTT et al., 2010). O Zimosan exibiu um padrdo de sinalizacdo
de calcio similar a uma resposta aguda de curto prazo pelo LPS.

De forma semelhante, obtivemos resultados em cultivos neurogliais de MnPO,
com células responsivas a uma aplicacéo in bolus de Poli I:C. Esses resultados vieram
a complementar estudos anteriores, em que microculturas de OVLT e AP foram
estimuladas com aplicacbes semelhantes desse estimulo (OTT et al., 2012). Nesse
estudo, os sobrenadantes das microculturas estimuladas também foram submetidos a
analises de citocinas, e a aplicacdo de Poli I.C aumentou o nivel do TNF-a e da IL-6 nas
duas areas que foram estudadas. Nossos resultados dizem respeito a um namero de
células dos trés fenotipos avaliados que foram responsivas ao Poli I:C. A presenca do
receptor TLR3 em astrécitos e células da glia ja € documentada (BSIBSI et al., 2002;
FARINA et al., 2005). A proporcdo de células responsivas foi menor na MnPO
comparada com as areas que possuem a BHE mais permeavel, indicando que parte da
informacdo nos orgaos circunventriculares avaliados pode estar sendo levada para a
MnPO. Esse fato pode ser particularmente importante em viroses que atingem o SNC,
em gue o RNA de cadeia dupla possa estar sendo produzido durante a replicag&o viral.

Uma das consequéncias da estimulacdo dos TLRs no SNC com ativacdo de
células da glia é a producdo de mediadores inflamatérios, como as citocinas (BSIBSI et
al., 2002; OLSON; MILLER, 2004). Observamos niveis aumentados das citocinas
proinflamatérias TNF-a e IL-6 nas microculturas de OVLT e MnPO apés a estimulacao
com o0 Zimosan, nas mesmas concentragbes que promoveram aumento na
concentracdo de cdlcio intracelular. Investigacbes semelhantes foram realizadas
previamente com LPS, na OVLT e AP (WUCHERT et al., 2008; OTT et al., 2010).

Mesmo que nao possamos afirmar que a concentragao utilizada para estimular
as células de microcultura seja proporcional a um estimulo pirogénico periférico,
podemos presumir uma associacdo entre a resposta febril observada em ratos, com
bloqueio parcial quando os anticorpos e o IL-1RA foram administrados. Embora néo
tenhamos avaliado essa questdo, € possivel que niveis aumentados de IL-1 em
microculturas também estejam presentes, considerando que as células da microglia, as
mais estimuladas em nossos experimentos, sdo importantes fontes de ativagédo de IL-1[3

(DANTZER, 2001). E também possivel que a geracéo dessas citocinas dentro do SNC
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pelo Zimosan forneca uma explicacdo para o efeito do Zimosan na resposta febril
observada por Stitt e Shimada (STITT; SHIMADA, 1989). Essas citocinas sao
conhecidas em induzir COX-2 na vasculatura cerebral e, em consequéncia, a sintese

de prostaglandinas, essenciais para a inducéo de febre (CAO et al., 1996, 1998).
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6.CONCLUSOES
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Nosso estudo mostrou, pela primeira vez, que a resposta febril induzida pelo
Zimosan € pelo menos em parte dependente da acdo central de citocinas como TNF-a
e IL-6, e possivelmente IL-1(3. Essas citocinas, por sua vez, levam a ativagao de
mediadores centrais como a Prostaglandina E2, Endotelina-1, Peptideos Opioides
Enddgenos e Substancia P. Essa resposta febril pode também estar associada com a
ativacéo direta do Zimosan de importantes areas relacionadas a febre e comportamento
doenga, como a OVLT e a MnPO. Considerando os mediadores avaliados, a resposta
febril induzida por Zimosan envolve os mesmos mediadores embora diferencas
quantitativa e temporais de produgdo possam existir. Esses resultados sdo Uteis para
estabelecer um modelo de resposta febril induzida por componente fangico, que pode
nos permitir estudar mecanimos patoldgicos e buscar alvos terapéuticos.

Paralelamente, nosso trabalho estudou um modelo de inducdo de resposta
febril por virus, através do uso do RNA de cadeia dupla sintético Poli I:C. Embora mais
elucidado, o mecanismo envolvido na resposta febril do Poli I:C ainda ndo esta
completamente desvendado. Nosso trabalho confirmou a dependéncia desta resposta
de citocinas proinflamatorias classicas, particularmente IL-1 3, TNF- a e IL-6, e ainda de
INF-y, bem como a participacdo de prostaglandinas e do sistema opioide.
Surpreendentemente, nossos dados sugerem que endotelina e substancia P ndo estao
envolvidas na resposta febril induzida por essa substancia. Comparativamente a
resposta febril induzida por LPS e Zimosan, a resposta febril induzida por Poli (I:C)
compartilha alguns mediadores, mas nao todos.

Conhecendo os mediadores envolvidos, seria importante fazer uma analise
temporal mais detalhada da producédo destes mediadores.

A figura 22 sumariza os resultados obtidos neste estudo e os compara a dados
na literatura.
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PIROGENIO EXOGENO

Zimosan

CITOCINA PIROGENICA

TNF-a, IL-6 e IL-1PB TNF-a*, IL-6* e IL-1B* | TNF-a*, IL-6%, IL-1B* e
IFNY

*Com possiveis diferengas na cinética de liberagdo, comparando ao LPS.

MEDIADOR CENTRAL

Prostaglandina E2, Prostaglandina E2, ProstaglandinaE2 e
Endotelina-1, Peptideos | Endotelina-1, Peptideos | Peptideos Opioides

Opioides Endogenose | Opioides Endogenose Endogenos
SubstanciaP SubstanciaP

AREAS CEREBRAIS

OVLT e MnPO

MODELO DE RESPOSTA FEBRIL

BACTERIANA FUNGICA

Figura 22: Resumo dos resultados obtidos. Diferentes experimentos investigaram a participagdo de
algumas citocinas pirogénicas e mediadores centrais, apés a administracao intraperitoneal dos pirogénios
exégenos LPS (50ug/kg), Zimosan (3 mg/kg) ou Poli I:C (300 pg/kg) em ratos. Adicionalmente, a
estimulacdo de células de cultivo primario neuroglial de ratos com Zimosan ou Poli I:C na concentracao
de 100 pg/mL foi também investigada. Os resultados obtidos contribuem na validagdo de modelos
animais relacionados a resposta febril induzida por agentes bacterianos, fingicos ou virais.
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