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RESUMO

A inflamagado sistémica desencadeia um conjunto de alteragbes fisiologicas e
comportamentais conhecidas como sindrome de doenga, incluindo febre e
hipolocomogao. Estudos anteriores demonstraram que o lipopolissacarideo (LPS) de
bactérias Gram-negativas induz essas respostas em ambos o0s sexos, com
alteracdes especificas nos niveis de serotonina (5-HT) hipotalamica reduzidos em
machos e aumentados em fémeas. Esses efeitos foram revertidos pela
administragao intracerebroventricular (i.c.v.) de BQ788, um antagonista dos
receptores do tipo B (ETs) de endotelinas. Este estudo investigou se o hipotalamo
seria um importante sitio de acao das endotelinas para induzir febre, comportamento
de doenca e alteragdes nos niveis de 5-HT através da administracdo intra-
hipotalamica (i.h.) de BQ788, considerando ainda possiveis diferengcas sexuais.
Ratos Wistar de ambos os sexos foram implantados com sensores de temperatura e
receberam microinje¢des hipotalamicas de BQ788 ou salina, seguidas de LPS ou
veiculo por via intraperitoneal. A temperatura corporal foi monitorada por 5 h, a
atividade locomotora avaliada por meio do teste de campo aberto, e os niveis
hipotalamicos de 5-HT e seu metabdlito acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) foram
quantificados por High Performance Liquid Chromatography (HPLC). O LPS induziu
febre e hipolocomocdo em ambos os sexos, com reducdo dos niveis hipotalamicos
de 5-HT/5-HIAA em machos e aumento em fémeas. Em machos, a administracao
i.h. de BQ788 reverteu esses efeitos, sugerindo acao direta no hipotalamo. Em
fémeas, BQ788 i.h. normalizou os niveis de 5-HT, mas ndo alterou a febre ou a
hipolocomogdo. No entanto, BQ788 i.c.v. reduziu essas respostas em fémeas,
indicando que os locais de sinalizagdo das endotelinas diferem entre os sexos.
Esses achados destacam uma resposta neuroimune dimorfica sexual a inflamacéao
sisttmica, com a sinalizagdo hipotalamica de endotelinas mediando o
comportamento de doenca em machos, mas ndo em fémeas. Isso reforgca a

importancia de abordagens especificas por sexo na pesquisa neuroinflamatoria.

Palavras-chave: sexo, endotelina-1, febre, comportamento de doencga, serotonina



ABSTRACT

Systemic inflammation triggers a constellation of physiological and behavioural
changes collectively known as sickness syndrome, including fever and
hypolocomotion. Previous studies have demonstrated that lipopolysaccharide (LPS)
from Gram-negative bacteria induces these responses in both sexes, with sex-
specific alterations in hypothalamic serotonin (5-HT) levels decreased in males and
increased in females. These effects were reversed by intracerebroventricular (i.c.v.)
administration of BQ788, an antagonist of endothelin type B (ETs) receptors. This
study investigated whether the hypothalamus serves as a critical site of endothelin
action in mediating fever, sickness behavior, and changes in 5-HT levels, through
intra-hypothalamic (i.h.) administration of BQ788, while also considering potential sex
differences. Male and female Wistar rats were implanted with temperature sensors
and received hypothalamic microinjections of BQ788 or saline, followed by
intraperitoneal injections of LPS or vehicle. Core body temperature was monitored for
five hours, locomotor activity was assessed using the open field test, and
hypothalamic levels of 5-HT and its metabolite 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA)
were quantified via high-performance liquid chromatography (HPLC).
Lipopolysaccharide induced fever and hypolocomotion in both sexes, accompanied
by decreased hypothalamic 5-HT/5-HIAA levels in males and increased levels in
females. In males, i.h. administration of BQ788 reversed these effects, suggesting a
direct hypothalamic mechanism. In females, BQ788 normalized 5-HT levels but did
not affect fever or hypolocomotion. However, i.c.v. administration of BQ788
attenuated these responses in females, indicating that endothelin signalling sites
differ between sexes. These findings underscore a sexually dimorphic neuroimmune
response to systemic inflammation, with hypothalamic endothelin signalling
mediating sickness behavior in males but not in females. This highlights the critical

importance of sex-specific approaches in neuroinflammatory research.

Keywords: sex differences, endothelin-1, fever, sickness behavior, serotonin
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1 INTRODUGAO

Diferencas relacionadas ao sexo na fisiopatologia e nos desfechos de
doencas tém recebido atengao crescente nos ultimos anos e cada vez os estudos
apontam para uma prevaléncia ou severidade de uma doenga em um dos sexos. Por
exemplo, € sabido que mulheres apresentam maior prevaléncia em doencas
autoimunes enquanto homens apresentam maior prevaléncia e severidade em
doengas cardiovasculares. Essas diferencas sao particularmente relevantes no
contexto de infecgdes sistémicas, nas quais fatores imunolégicos, hormonais e
neurobioldgicos interagem para influenciar a progressdao da doenga e as respostas
terapéuticas. A pandemia de COVID-19 evidenciou esse fenbmeno: enquanto os
homens apresentaram sintomas mais graves e maiores taxas de mortalidade, as
mulheres demonstraram maior ativagao de células T e respostas imunologicas mais
robustas (TAKAHASHI; ELLINGSON; WONG; ISRAELOW et al., 2020). Por outro
lado, as sequelas pés-virais conhecidas como COVID longa foram relatadas com
maior frequéncia em mulheres, sendo os sintomas como fadiga e cefaleia
especialmente prevalentes (DURANiIKOVa; HORVaTHOV4E; SABAKA; MINaR et al.,
2024; SHAH; THAWEETHAI; KARLSON; BONILLA et al., 2025).

Estas diferencgas relacionadas ao sexo também sdo evidentes em infecgdes
bacterianas. Os homens sao geralmente mais suscetiveis a infeccbes do trato
gastrointestinal e respiratorio, incluindo pneumonia e tuberculose, e apresentam
maiores taxas de mortalidade em casos de sepse. Em contraste, as infecgdes do
trato urinario sdo mais comuns em mulheres (DIAS; BROUWER; VAN DE BEEK,
2022). Embora a influéncia dos hormdnios sexuais, particularmente sua modulagao
na expressao e atividade de receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) e na
funcdo de células imunoldgicas, tenha sido amplamente estudada (DIAS;
BROUWER; VAN DE BEEK, 2022; HONG; LIANG; MAN; ZHAO et al., 2025), outros
fatores como diferengas especificas entre os sexos particularmente no sistema
nervoso central (SNC), permanecem pouco explorados.

No presente trabalho iremos estudar estas diferencgas, focalizando em duas
respostas que sdo controladas no sistema nervoso central: a resposta febril e a

reducdo da movimentagao espontanea.
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1.1 A RESPOSTA FEBRIL E A REDUGAO DA MOVIMENTACAO ESPONTANEA

Os animais endotérmicos, entre eles os seres humanos, desenvolveram
mecanismos complexos para manter a temperatura corporal dentro de limites
estreitos. Em algumas condi¢des, ajustes na temperatura corporal s&o necessarios
como, por exemplo, durante uma infecgao quando ocorre febre. A resposta febril é
definida como um aumento controlado da temperatura corporal ocasionado por uma
elevagao do ponto de regulagdo da temperatura corporal localizado no hipotalamo
induzida por mediadores produzidos durante uma inflamagao ou processo infeccioso
(KLUGER, 1991; ROTH; DE SOUZA, 2001); (ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA,
2015). Especificamente, a area pré-Optica no hipotdlamo anterior (PO/HA) exerce
um controle integrativo sobre as respostas termorregulatorios e febril (BOULANT,
2006; MORRISON; NAKAMURA, 2019).

A administracdo de LPS em animais de laboratério representa um dos
modelos classicos de inducao de febre, mimetizando o que ocorre naturalmente em
processos infecciosos. O LPS estimula receptores do tipo Toll (TLR),
especificamente TLR4, em células fagociticas (particularmente em macréfagos)
(GAY; GANGLOFF; WEBER, 2006) induzindo a liberagao de citocinas (KLUGER,
1991). Dentre as citocinas reconhecidas como pirogénicas encontram-se a
interleucina (IL)-1pB, IL-1a, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-6, IL-8 e o fator
quimiotatico para neutrofilos induzido por citocinas (CINC), proteina inflamatéria de
macrofago (MIP)-1a. e B, interferon p e y e RANKL (ligante do receptor-ativador de
NF-kB) (KLUGER, 1991; MIRANO; FERNaNDEZ-ALONSO; MYERS; SANCIBRIaN,
1996; ZAMPRONIO; SOUZA; SILVA; CUNHA et al, 1994); (HANADA;
LEIBBRANDT; HANADA; KITAOKA et al, 2009; SOARES; MACHADO;
YAMASHIRO; MELO et al., 2008). Algumas como a IL-8, CINC, MIP-1a e RANKL
parecem ser geradas diretamente no sistema nervoso central enquanto as outras
poderiam ser geradas perifericamente.

Estas citocinas induzem a sintese e liberagdo de mediadores centrais como
prostaglandinas E2, (PGEz2), fator liberador de corticotrofina (CRF), opidides
endoégenos, substancia P (SP), endotelina-1 (ET-1) e endocanabindides endégenos
(FABRICIO; SILVA; RAE; D'ORLEANS-JUSTE et al., 1998; FRAGA; ZANONI;
ZAMPRONIO; PARADA et al., 2016; REIS; BRITO; FRAGA; CABRINI et al., 2011;
ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015) resultando em um reajuste do termostato
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hipotalamico que passaria a controlar a temperatura corporal a niveis acima de 36,5-
37°C. Portanto, sao estes mediadores que, em ultima analise, promovem a mudanca
dos disparos nos neurdnios hipotalamicos que ativariam a produgao/conservacao de
calor.

As prostaglandinas sdo, com clareza, os mediadores mais estudados e
importantes da resposta febril. Estes eicosanoides derivam do acido araquidénico e
sdo formados pela ag¢ao da ciclooxigenase (COX). Existem duas isoformas de COX:
a COXi é constitutivamente ativa em muitos tecidos, e COX: é induzida
principalmente durante a resposta inflamatéria. A COXz induzida por LPS e por
citocinas como IL-1B, TNF-a e IL-6 nas células endoteliais proximas a PO/HA bem
como a PGE sintase 1 (MPGES1) que forma PGE:2 a partir dos endoperoxidos
ciclicos (produtos da COX) sao criticas para resposta febril de origem inflamatéria. A
delecéao seletiva destas enzimas nas células endoteliais reduziu a febre induzida por
LPS (WILHELMS; KIRILOV; MIRRASEKHIAN; ESKILSSON et al., 2014). Na area
pré-optica do hipotadlamo, a PGE2 atua no receptor EP3, um receptor acoplado a
proteina Gi para induzir febre (LAZARUS; YOSHIDA; COPPARI; BASS et al., 2007;
USHIKUBI; SEGI; SUGIMOTO; MURATA et al., 1998). Este receptor é expresso em
grande quantidade no nucleo pré-optico mediano (MnPO) que € a area do
hipétalamo mais sensivel as acgbes pirogéncias da PGE2 (NAKAMURA,;
MATSUMURA; KANEKO; KOBAYASHI et al., 2002). Os neurbnios que expressam
receptores EP3 sdo neurdnios inibitérios gabaérgicos que inibem vias descendentes
responsaveis produgédo e conservagao de calor (NAKAMURA; MATSUMURA;
KANEKO; KOBAYASHI et al., 2002). Particularmente, os receptores a e y EP3 sao
acoplados a proteina Gi, reduzindo portanto os niveis de fostato ciclico de adenosina
(AMPc) nestes neurbnios o que leva a reducéo de sua atividade. Assim, a PGE2 ao
inibir os neurdnios gabaérgicos, promove uma desinibicdo de vias descendentes que
projetam-se para o hipotdlamo dorso medial (DMH) e para rafe medular rostral
(RMR) (NAKAMURA, 2011). Estas areas, quando ativadas (desinibidas) ativam
respostas de produgdo de calor como a ativagao do tecido adiposo marrom e de
conservagao de calor como a vasoconstricdo cutanea que resulta no aumento da
temperatura corporal caracteristico da febre (MORRISON; NAKAMURA, 2019;
NAKAMURA, 2011).

Com relagdo aos outros mediadores centrais da febre, enquanto que a

susbtancia P parece participar de um mecanismo autécrino com a liberagdo de
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prostaglandinas (prostaglandinas liberam substancia P que promove a liberacédo de
mais prostaglandinas) (BRITO; RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et al.,
2016a), outros parecem ser liberados paralelamente as prostaglandinas, como ET-1,
opidides endoégenos e CRF induzindo uma resposta febril independente da sintese
destes eicosandides (ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015).

Durante a inflamagao sistémica, o organismo ndo apenas ativa respostas
imunoldgicas periféricas, mas também desencadeia um conjunto coordenado de
alteragcdes comportamentais conhecidas como sickness behavior um estado
adaptativo que visa redirecionar a energia do individuo para a recuperacao
fisioldgica (BLUTHE; DANTZER; KELLEY, 1992; DANTZER, 2001; HART, 1988).
Esse fendtipo comportamental € caracterizado por fadiga, anedonia, anorexia, febre,
hipolocomogao e sonoléncia, refletindo a integragéo entre os sistemas imunoldégico,
endocrino e nervoso central.

A mediagao dessas respostas envolve a agao de citocinas pré-inflamatorias,
como interleucina-1p (IL-1pB), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6
(IL-6), que atuam tanto perifericamente quanto no sistema nervoso central,
modulando circuitos neurais hipotalamicos, pré-épticos e mesolimbicos (DANTZER;
KELLEY, 2007). Experimentos classicos demonstraram que a administragao central
ou periférica dessas citocinas reproduz o espectro completo de sickness behavior
em roedores, evidenciado pela diminuicdo da exploragdo social, da ingestao
alimentar e da atividade espontanea (BLUTHE; DANTZER; KELLEY, 1992;
BLUTHE; PAWLOWSKI; SUAREZ; PARNET et al., 1994).

Diferencas sexuais tém sido consistentemente relatadas na magnitude dessas
respostas. Fémeas exibem maior sensibilidade neuroenddcrina a administragao de
LPS, o que parece estar associado a uma ativagdo mais robusta do sistema
serotoninérgico e a uma adaptagdo comportamental mais eficiente frente ao
estresse inflamatério (PITYCHOUTIS; NAKAMURA; TSONIS; PAPADOPOULOU-
DAIFOTI, 2009). Em contraste, estudos in vitro indicam que macréfagos derivados
de camundongos machos liberam concentragcbes mais elevadas de citocinas pro-
inflamatdrias apds estimulagdo com LPS, enquanto as fémeas desenvolvem
tolerancia endotoxica de forma mais rapida (MARRIOTT; HUET-HUDSON, 2006).

Entre as manifestagdes comportamentais mais precoces, a hipolocomogao
destaca-se como um marcador sensivel da resposta inflamatéria aguda. Essa

reducdo da atividade motora esta associada a ativacao de estruturas hipotalamicas,
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pré-opticas e telencefalicas, incluindo o nucleo accumbens e o nucleo central da
amigdala, regides envolvidas na regulacdo motivacional e emocional do
comportamento (FRENOIS; MOREAU; O'CONNOR; LAWSON et al.,, 2007).
Notavelmente, a hipolocomogao ocorre nas primeiras horas ap6s a administragao do
LPS e se resolve espontaneamente, distinguindo-se de comportamentos tipo-
depressivo observados em fases posteriores. Estes ultimos emergem apds cerca de
24 h, quando o animal ja recuperou a mobilidade, e correlacionam-se com a ativagéo
de circuitos limbicos, especialmente da amigdala e do hipocampo implicados na
neurobiologia da depressdo inflamatéria (FRENOIS; MOREAU; O'CONNOR;
LAWSON et al., 2007).

Assim, o sickness behavior representa uma resposta neuroimune altamente
conservada, na qual a inflamacédo periférica comunica-se com o cérebro para
modular estados motivacionais e emocionais, refletindo uma estratégia
evolutivamente adaptativa, porém potencialmente mal adaptada em condigdes

cronicas.

1.2 ENDOTELINA-1 NA RESPOSTA FEBRIL

As endotelinas sdo uma familia de peptideos descoberta ha mais de vinte
anos, sao constritores potentes dos vasos sanguineos de mamiferos (INOUE;
YANAGISAWA; KIMURA; KASUYA et al., 1989) (INOUE; YANAGISAWA; KIMURA,;
KASUYA et al., 1989). A ET-1 é um peptideo que foi descoberto em 1988, ao ser
isolada e sequenciada de um sobrenadante de cultura de células endoteliais
aodrticas, enquanto que a ET-2 e ET-3 foram descobertas apds o isolamento dos
genes relacionados a ET-1 (INOUE; YANAGISAWA; KIMURA; KASUYA et al., 1989;
YANAGISAWA; KURIHARA; KIMURA; TOMOBE et al., 1988). Fatores fisicos,
bioquimicos e humorais regulam a transcricdo do gene da ET-1 estimulando a
sintese da pré-proendotelina-1. Este pré-horménio é entdo transformado pelas
endopeptidases em big-endotelina-1, que é a forma circulante no plasma, mas que é
funcionalmente inativa (RUBANYI; POLOKOFF, 1994). As enzimas de conversao da
endotelina (ECE), quinases e metaloproteases, clivam a big-endotelina entre as
posicoes 21 (triptofano) e 22 (valina), liberando a forma ativa da ET-1 com 21
aminoacidos (RUBANY|; POLOKOFF, 1994).



21

Diversos estimulos inflamatérios desencadeiam a producdo de ET-1 como
endotoxinas, TNF-a e IL-1 B (WANECEK; WEITZBERG; RUDEHILL; OLDNER,
2000). A expressao dos receptores da endotelina é regulada em paralelo com a
expressao da ET-1. Existem dois receptores para a endotelina: o receptor ETa e 0
receptor ETs. O receptor ETa e o receptor ETs sdo farmacologicamente
caracterizados pelas suas afinidades pelas diferentes endotelinas: o receptor ETa
tem afinidade pela ET-1 e ET-2 e 100 vezes menos afinidade pela ET-3, enquanto
que o receptor ETs apresenta afinidade igual para todos os ligantes (BARTON;
YANAGISAWA, 2008).

Em 1998, Fabricio e colaboradores demonstraram que a resposta febril
induzida por LPS em ratos machos foi reduzida pelo tratamento dos animais com o
antagonista de receptores ETs BQ788 administrado por via i.c.v. mas nao pelo
antagonista de receptores ETa BQ123 (FABRICIO; SILVA; RAE; D'ORLEANS-
JUSTE et al., 1998). A injecao i.c.v. e intra-hipotalamica de ET-1 também induziu
febre e esta resposta foi acompanhada pela ativacao de vasoconstricido periférica,
um mecanismo de conservacao de calor ativado pelo hipotalamo, confirmando a
atividade pirogénica deste peptideo (FABRICIO; RAE; D'ORLEANS-JUSTE; SOUZA,
2005; FABRICIO; SILVA; RAE; D'ORLEANS-JUSTE et al., 1998). A febre induzida
por ET-1 em ratos se da independentemente da sintese de prostaglandinas pois nao
foi reduzida pelos inibidores de cicloxigenase (FABRICIO; VEIGA; CRISTOFOLETTI;
NAVARRA et al., 2005). Os niveis do precursor de ET-1, big-endotelina, e da propria
ET-1 aumentaram no fluido cérebro-espinhal de ratos apds a administragcao de LPS
(FABRICIO; RAE; D'ORLEANS-JUSTE; SOUZA, 2005). No entanto, este peptideo
nao participa da febre induzida por IL-1B, TNF-q, IL-6, PGE2 e PGEF24 (FABRICIO;
RAE; ZAMPRONIO; D'ORLéEANS-JUSTE et al., 2006; FABRICIO; SILVA; RAE;
D'ORLEANS-JUSTE et al., 1998). Estes dados em conjunto sugerem que a ET-1 é
um mediador central da resposta febril induzida por LPS, atuando através da
ativagdo de receptores ETs no hipotalamo que atua paralelamente e

independentemente da sintese de prostaglandinas.
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1.3 DIFERENCAS SEXUAIS DURANTE A INFLAMAGCAO SISTEMICA.

Em modelos de inflamacgao sistémica bacteriana, ratas com ciclo estral intacto
apresentam respostas febris atenuadas ao LPS em comparacdo aos machos
(BRITO; RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et al., 2016b; MOUIHATE;
PITTMAN, 2003). Essa diferenca é abolida pela ovariectomia, implicando os
horménios ovarianos especialmente o estrogénio como moduladores-chave da
resposta febril. Estudos demonstraram que o estrogénio reduz a expressao da
ciclooxigenase-2 (COX-2), da prostaglandina E2 (PGE2) e dos receptores EPs3,
contribuindo assim para a atenuacao da febre (BRITO; BARBOSA; REIS; FRAGA et
al., 2016; COELHO; CRUZ; MABA; ZAMPRONIO, 2021). Essa resposta atenuada
nao se limita a estimulos bacterianos, mas também se estende a miméticos virais e
fungicos, como o acido poliinosinico:policitidilico (Poly I:C) e a Zymosan (COELHO;
CRUZ; MABA; ZAMPRONIO, 2021) . No entanto, a influéncia dos horménios sexuais
vai além da sinalizagdo por prostaglandinas. Enquanto fémeas com ciclo estral
intacto respondem a uma variedade de pirégenos enddgenos incluindo interleucina
(IL)-1pB, fator de necrose tumoral (TNF)-a, proteina inflamatéria de macrofagos (MIP)-
1a/CCL3 e endotelina-1 (ET-1) fémeas ovariectomizadas apresentam resposta febril
apenas a IL-1B (BRITO; RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et al., 2020; BRITO;
RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et al., 2016b). Esses achados sugerem que
a auséncia de horménios ovarianos altera a sinalizagao pirégena central de forma
nao atribuivel apenas a quantidade de mediadores ou a expressao de receptores.
Por exemplo, a expressdao de receptores hipotalamicos de ET-1 permanece
inalterada apos a ovariectomia, embora a administragdo exégena de ET-1 néo
induza febre nesses animais (BRITO; RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et al.,
2020). Além disso, o sistema endotelinérgico parece estar regulado positivamente na
auséncia de hormdnios sexuais femininos (MALEKI; KHOSH RAVESH; SALEHIYEH;
FAISAL FAIZ et al., 2022; TAN; WANG; YANG; FU et al., 2003).

Além da participagéo classica das citocinas e prostaglandinas na mediagéo
central da inflamacéo sistémica, evidencia-se que sistemas neurotransmissores
exercem papel decisivo na modulacdo sexo-dependente dessas respostas. Entre
esses sistemas, a sinalizacdo serotoninérgica tem se destacado como um
modulador critico das adaptacbes neuroimunes ao LPS. A area pré-optica do

hipotalamo, nucleo-chave da termorregulagao, recebe inervagado densa de neurénios
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serotoninérgicos oriundos do nucleo dorsal da rafe, estabelecendo um eixo funcional
capaz de integrar sinais térmicos, autondmicos e inflamatérios (MORRISON;
NAKAMURA, 2019; NAKAMURA, 2011).

Em ratos machos, ha evidéncias consistentes de que a 5-hidroxitriptamina (5-
HT) hipotaldmica exerce um papel anti-inflamatoério significativo durante a febre
induzida por LPS. A administracdo exdégena de 5-HT nessa regido reduz a
magnitude da febre, inibe a sintese de prostaglandinas e suprime a producdo de
citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-18 e IL-6, tanto no plasma quanto no
baco (MOTA; BORGES; AMORIM; CAROLINO et al., 2019; MOTA; RODRIGUES-
SANTOS; FERNaNDEZ; CAROLINO et al, 2017). Esses efeitos tém sido
amplamente atribuidos a ativacdo do chamado reflexo inflamatério, um circuito
neuroimune descrito por (TRACEY, 2002) no qual sinais aferentes provenientes da
inflamacao periférica sao integrados no SNC e modulados por vias eferentes
capazes de limitar a liberacao sistémica de citocinas (PAVLOV; TRACEY, 2005).

Embora tradicionalmente associado a via colinérgica vagal, estudos recentes
ampliam esse conceito ao demonstrar que monoaminas centrais, especialmente a 5-
HT, podem atuar como reguladores adicionais desse reflexo, ajustando a
sensibilidade inflamatéria e o balango autonédmico de maneira dependente do sexo
(MARTELLI; YAO; MCKINLEY; MCALLEN, 2014) (CHAVAN; PAVLOV; TRACEY,
2017). Assim, no contexto do LPS, a 5-HT hipotalamica ndo apenas modula a febre,
mas emerge como um elo fundamental entre o SNC e o sistema imune, contribuindo
para a compreensao dos mecanismos neuroquimicos que sustentam o dimorfismo
sexual observado durante a inflamacao sistémica.

Achados recentes de nosso laboratério demonstraram um claro dimorfismo
sexual nos niveis hipotalamicos de 5-HT durante a inflamacédo sistémica. A
administracdo de LPS reduz os niveis de 5-HT em machos, mas os aumenta em
fémeas (COSTA; AMATNECKS; DE OLIVEIRA GUAITA; STERN et al., 2024).
Notavelmente, a administracdo i.c.v. de BQ788, um antagonista seletivo de
receptores ETg, bloqueou essas alteragdes induzidas por LPS em ambos 0s sexos,
implicando a ET-1 como mediadora chave desse dimorfismo.

Apesar desses achados, o local exato de acao da ET-1 permanece incerto.
Considerando que as projecdes serotoninérgicas para o hipotdlamo se originam no
nucleo dorsal da rafe, é possivel que a ET-1 atue em regides mais anteriores,

embora seus efeitos pirdgenos ja tenham sido demonstrados apds administragao
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direta no hipotdlamo em ambos os sexos (BRITO; RADULSKI; WILHELMS;
STOJAKOVIC et al., 2020; FABRICIO; RAE; D'ORLEANS-JUSTE; SOUZA, 2005).
Portanto, o presente estudo teve como objetivo determinar se o bloqueio de
receptores ETs especificamente no hipotalamo é suficiente para modular a febre, o
comportamento de doenga (hipolocomogéo) e os niveis hipotalamicos de 5-HT em

ratos machos e fémeas.
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2 HIPOTESE

Com base em evidéncias prévias do nosso grupo de pesquisa, levantou-se a
hipétese de que a ET-1, ao sinalizar por meio de receptores ETs no hipotalamo,
atuaria como mediadora central da resposta febril e do comportamento de doenca
de forma sexualmente dimorfica, modulando os niveis hipotalamicos de 5-HT em
machos e fémeas. Os experimentos realizados permitiram investigar se o bloqueio
seletivo dos receptores ETs no hipotalamo seria suficiente para reverter essas
alteragcbes neuroquimicas e comportamentais, evidenciando a dependéncia

funcional da agao local da ET-1 e da regulagao hormonal feminina.
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3 OBJETIVOS

Avaliar se o hipotalamo € o sitio de acdo das endotelinas para indugédo de
febre, comportamento de doencga (hipolocomogéao) e pelas alteragdes nos niveis de

5-HT em ratos machos e fémeas, identificando possiveis diferengas entre os sexos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a injegao intra-hipotalamica de substancias através de avaliagéo

morfoldgica e funcional.

e Avaliar o efeito da administragao intra-hipotalamica de BQ788 na resposta
febril, na movimentagao espontanea e nos niveis hipotalamicos de 5-HT e de
seu metabolito 5-HIAA de ratos machos e fémeas apds a administragao de
LPS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Os protocolos experimentais foram conduzidos com ratos Wistar (Rattus
norvegicus) machos e fémeas, com 90 dias de idade, provenientes do biotério do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).
Os animais foram alojados em grupos de quatro por gaiola, em ambiente com
temperatura controlada (22+1 °C), sob ciclo claro/escuro de 12 h (luz acesa as
07h00), com acesso ad libitum a ragao padrao e agua filtrada.

A estimativa do tamanho amostral foi realizada utilizando o software
G*Power 3.1, considerando um tamanho de efeito padronizado (F = 0,5), poder
estatistico de 0,85 e nivel de significancia de a = 0,05, resultando em um minimo de
cinco animais por grupo.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Instituicdo (CEUA-BIO/UFPR, protocolo n° 1601) e
conduzidos em estrita conformidade com as Diretrizes Internacionais para o Cuidado
e Uso de Animais de Laboratorio, bem como com as Diretrizes Brasileiras para
Experimentacdo Animal estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacado Animal (CONCEA).

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
diretrizes internacionais para o uso de animais em pesquisa, em conformidade com
as recomendagdes do Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
(ARRIVE), versao 2.0. O delineamento experimental, a alocagdo dos animais nos
grupos, a conducao dos experimentos e a analise dos dados foram planejados de
modo a reduzir o numero de animais utilizados e minimizar o sofrimento, respeitando

os principios dos 3Rs (Replacement, Reduction e Refinement).
4.2 REAGENTES

Lipopolissacarideo de Escherichia coli 0111:B4, prostaglandina E2 e o
antagonista seletivo de receptores ETs 2,6-dimetilpiperidinocarbonil-y-metil-Leu-Nin-
(metoxicarbonil)-D-Trp-D-Nle,N-[N-[N-[(2,6-dimetil-1-piperidinil)carbonil]-4-metil-L-

leucil]-1-(metoxicarbonil)-D-triptofilico]-D-norleucina sal de sédio (BQ788) foram
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adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil). Cetamina, xilazina e isoflurano
foram adquiridos da Syntec do Brasil Ltda (Santana de Parnaiba, SP, Brasil).

Terramicina e cetoprofeno foram de grau comercial.
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4.3 IMPLANTACAO DA CANULA-GUIA

Os animais receberam uma céanula-guia no sistema nervoso central uma
semana antes do inicio dos experimentos. Para esse procedimento, os animais
foram anestesiados com uma solugcdo de cetamina (90 mg/kg, i.p.) e xilazina (10
mg/kg, i.p.). Apos ser confirmada a auséncia de respostas a estimulos nociceptivos,
os animais foram imobilizados em um aparelho estereotaxico com inclinacdo da
barra incisal de 3,3 mm (PAXINOS; WATSON, 2014). Aproximadamente 0,2 ml de
solugao de lidocaina a 2% com vasoconstritor foi administrada por via subcutanea
na regido superior da cabecga, seguida de uma incisdo de aproximadamente 1 cm de
diametro na pele para exposi¢cao da calota craniana. Esse procedimento facilitou a
remocao do peridsteo, contribuindo para a inibicdo de estimulos dolorosos, reducao
da sensibilizagcao de fibras e reducdo do sangramento. Apds a limpeza do local, os
parametros estereotaxicos utilizados para perfuragdo do cranio e implantagcado da
canula foram: para administracéo i.h., 7,7 mm anterior a linha interauricular, -0,6 mm
lateralmente e 6,5 mm de profundidade; para administracéo i.c.v., -0,8 mm posterior
ao bregma, -1,5 mm lateralmente e 2,5 mm de profundidade. Uma céanula-guia
esterilizada (19 x 0,7 mm) foi fixada ao estereotaxico e inserida no tecido cerebral. A
canula foi fixada ao cranio com acrilico polimerizavel e parafusos.

ApoOs a cirurgia, os animais receberam uma injecdo de oxitetraciclina
(Terramicina, 400 mg/kg, i.m.) como profilaxia cirurgica e cetoprofeno (15 mg/kg, por
via oral, durante dois dias) para analgesia. Nos experimentos com injegao i.h., foi
realizado treinamento prévio para posicionamento da canula por meio da injegao de
0,5 ul de azul de Evans (2,5% em solugao salina). Os experimentos foram iniciados
apenas quando o posicionamento correto foi alcangado em 90% dos animais. A
justificativa para este procedimento foi a impossibilidade de avaliar o posicionamento
da cénula ao final dos experimentos onde se faria a coleta do hipotalamo para
quantificacao de 5-HT.

Nos experimentos com injegdo i.c.v., o posicionamento da canula foi
verificado ao final do experimento por meio da injecdo de 2 ul de azul de Evans
(2,5% em solugéo salina). A presenca do corante no ventriculo lateral foi verificada
macroscopicamente. Animais que apresentaram deslocamento da canula, obstrugao
durante a inje¢ao ou perda de peso corporal anormal apds a cirurgia foram excluidos

do estudo.
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4.4 IMPLANTACAO DE REGISTRADORES REMOTOS DE TEMPERATURA

Sob a mesma anestesia utilizada para a implantagdo da canula, os animais
receberam transmissores remotos para registro da temperatura corporal (Subcue
Dataloggers, Calgary, Canada), implantados na cavidade peritoneal (COSTA,;
AMATNECKS; DE OLIVEIRA GUAITA; STERN et al., 2024). Apés uma laparotomia
de aproximadamente 2 cm ao longo da linha média do abdémen, os transmissores
previamente programados e esterilizados foram implantados na cavidade peritoneal,

com sutura separada dos musculos e da pele.

4.5 ADMINISTRAGAO DE FARMACOS

Para as administracbes i.h. e i.c.v., os tratamentos foram realizados
assepticamente utilizando uma agulha de calibre 30 conectada a um tubo de
polietileno-10, com volume de 0,5 pl para i.h. e 2 ul para i.c.v. A agulha excedia a
canula-guia em 2 mm em ambos os casos. O fluxo das injegdes i.h. foi controlado
por uma bomba eletrénica (Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA) a uma taxa de
0,5 pl por minuto. Para as injegdes i.c.v., 0 volume foi administrado manualmente

durante aproximadamente 1 minuto.
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4.6 AVALIACAO DA TEMPERATURA CORPORAL

No dia anterior ao experimento, os animais foram transferidos para uma sala
com temperatura ambiente de 28 £ 1 °C, considerada a zona termoneutra para ratos
(GORDON, 1990), para habituagdo. Nesse mesmo dia, os animais também foram
submetidos a manipulagdo simulada de injegcdo por trés vezes com o objetivo de
reduzir o estresse durante o procedimento a ser realizado no dia do experimento. No
dia seguinte, os dispositivos previamente programados iniciaram o registro da
temperatura corporal automaticamente as 7h00. A temperatura corporal foi avaliada
a cada 15 min por pelo menos 2 h antes de qualquer manipulagéo, a fim de obter os
niveis basais de temperatura de cada animal.

Entre 9h00 e 11h00, os animais receberam os tratamentos conforme o
protocolo experimental, e a temperatura corporal foi registrada a cada 15 min
durante 5 h. Apds a injecao do estimulo pirogénico (LPS), a iluminacdo da sala
experimental foi reduzida (40 lux) e, ao final das 5 h, os animais foram submetidos
ao teste de campo aberto na mesma sala.

No experimento em que a PGE: foi injetada no hipotdlamo, a temperatura
corporal foi avaliada por apenas 2 h uma vez que este pirogénio promove uma

resposta de curta duragao.
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4.7 AVALIACAO DA LOCOMOGCAO ESPONTANEA

A locomogao espontanea foi avaliada por meio do teste de campo aberto, 5
h apdés a administracdo do pirégeno. Cada rato foi colocado individualmente no
centro do aparato de campo aberto (um quadrado de 60 cm x 60 cm dividido em 9
quadrantes) e sua movimentagao no aparato registrada por camera por 3 min para
analise posterior. A iluminacao reduzida da sala (40 lux) favorece a movimentagao
do animal no aparato do campo aberto em condicdes normais.

O aparato foi higienizado com etanol a 70% apds o teste de cada animal a
fim de evitar efeitos relacionados a odores residuais. O numero de cruzamentos, a
distdncia percorrida e a velocidade foram analisados utilizando o software

Ethovision® (Noldus, Wageningen, Paises Baixos).
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4.8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os protocolos experimentais descritos abaixo aparecem esquematizados na

Figura 1 para auxiliar na compreensao.

4.9 INJECAO INTRA-HIPOTALAMICA DE PGE:

Como a localizagdo das injegbes i.h. ndo pbéde ser verificada ao final do
experimento, as coordenadas foram previamente testadas por meio da injecdo de
azul de Evans seguida de avaliagao funcional (Fig.1A).

Ratos machos receberam azul de Evans (0,5 ul) e em seguida foram
anestesiados, o cérebro retirado e colocado em formaldeido 4% para analise
posterior. Os cérebros foram entdo seccionados em vibratomo e a posicdo do
corante compara com o Atlas de Paxinos & Watson.

Quando o nivel de acerto na regiao hipotalamica atingiu 90%, um novo
grupo de animais foi preparado e os ratos receberam uma injecao i.h. de PGE, (50
ng, 0,5 pl) ou veiculo. A temperatura corporal dos animais foi avaliada como

descrito.

4.10 INJECAO INTRA-HIPOTALAMICA DE BQ788

Apos o periodo de avaliacao da temperatura basal, ratos machos e fémeas
receberam uma injec&o i.h. de BQ788 (0,6 pmol, 0,5 pl) ou 0 mesmo volume de
veiculo (solugao salina). Apés 30 min, os animais receberam LPS (100 pg/kg, i.p.) ou
0 mesmo volume de solugdo salina. A temperatura corporal e a locomogéao
espontanea foram avaliadas conforme descrito anteriormente, e o hipotalamo foi

coletado para analise de neurotransmissores (Fig. 1B).
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4.11 INJECAO INTRACEREBROVENTRICULAR DE BQ788

Para confirmar a eficacia do BQ788, apés o periodo de avaliagdo da
temperatura basal as ratas receberam uma injecao i.c.v. de BQ788 (6,0 pmol, 2 pl)
ou 0 mesmo volume de veiculo (solugao salina). Apés 30 min, os animais receberam
LPS (100 ug/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de solugao salina. A temperatura corporal
e a locomogao espontanea foram avaliadas conforme descrito anteriormente, e o

hipotalamo foi coletado para analise de neurotransmissores (Fig. 1C).
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Figura 1: Linha do tempo dos protocolos experimentais. Em A, caracterizagao
anatbmica e funcional da administragao i.h. em ratos machos. Em B, protocolo
experimental da injecdo i.h. de BQ788 em ratos machos e fémeas. Em C protocolo
experimental da injecdo i.c.v. de BQ788 em ratos fémeas. Criado com

BioRender.com.
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4.12 COLETA DO HIPOTALAMO

Imediatamente ap6s a avaliagcdo da locomogao espontdnea no campo
aberto, os animais foram anestesiados com halotano e entdo submetidos a
guilhotina para separagao da cabega. Os ossos cranianos foram rapidamente e
cuidadosamente removidos e o cérebro posicionado com sua superficie ventral para
cima em uma placa de Petri mantida no gelo. O hipotalamo foi rapidamente
separado, colocado em tubos previamente pesados e imediatamente congelado em
gelo seco. Ao final da coleta de todos os animais, os tubos foram novamente
pesados para determinagcdo da massa de amostra em cada tudo e entdo congelados

a -80°C até a dosagem por HPLC.
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4.13 DOSAGEM DE SEROTONINA E SEU METABOLITO POR HPLC

As amostras de tecido foram homogeneizadas com um disruptor ultrassénico
em acido perclérico 0,1 M contendo 0,02% de metabissulfito de sédio e um padréo
interno (50 ng/ml de 3,4-dihidroxibenilamina, Sigma-Aldrich). As amostras foram
centrifugadas a 10.000 x g por 20 min a 4 °C. 20 pl do sobrenadante foram injetados
no sistema de HPLC. A fase mével consistia em 20 g de acido citrico monoidratado
(Merck), 200 mg de sal de sddio de acido octano-1-sulfénico (Merck), 40 mg de
acido etilenodiaminotetracético (Sigma-Aldrich) e 900 ml de agua deionizada grau
HPLC, filtrada em filtro de 0,45 pm. Metanol (Merck) foi entdo adicionado para uma
composicao final de 10% de metanol (v/v). As concentragbes de 5-HT e 5-HIAA
foram avaliadas por HPLC de fase reversa com deteccéo eletroquimica. O sistema
consistia em uma coluna de fase reversa Synergi Fusion-RPC-18 (150 x 4,6 mm de
diametro interno, 4 ym de tamanho de particula), equipada com pré-coluna de 4 x
3,0 mm (SecurityGuard Cartridges Fusion-RP), detector eletroquimico ESA
Coulochem 1ll com célula de protecdo (ESA 5020) ajustada a 350 mV e célula
analitica de duplo eletrodo (ESA 5011A), e bomba LC-20AT (Shimadzu, Kyoto,
Japao) equipada com injetor manual Rheodyne 7725 com alga de 20 pul. A coluna foi
mantida em estufa com temperatura controlada (25 °C, Shimadzu, Kyoto, Japao). A
célula possuia duas camaras em série, cada uma com eletrodo colorimétrico de
grafite poroso, eletrodo duplo de referéncia e eletrodo duplo auxiliar. Os potenciais
de oxidagao foram ajustados em 100 mV para o primeiro eletrodo e 450 mV para o
segundo. Os neurotransmissores foram detectados no segundo eletrodo. As areas
dos picos dos padrbées foram utilizadas para quantificacdo dos picos das amostras.
Os dados foram expressos em ng/g de tecido com base em estudos anteriores
(COSTA; AMATNECKS; DE OLIVEIRA GUAITA; STERN et al., 2024).
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4.14 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados sao apresentados no estudo utilizando-se a média * erro
padrdao da média. A resposta febril foi analisada por meio de analise de variancia
(ANOVA) de medidas repetidas em duas vias, seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni. Como analise complementar, estas respostas também foram analisadas
pelo indice de febre. Para o calculo deste indice, a temperatura basal de cada
animal foi calculada pela média de pelo menos quatro medidas obtidas antes de
qualquer injecdo. Em seguida, foi calculada a variacdo da temperatura corporal de
cada animal em relagc&o a basal, e a area sob esta curva entre a segunda e quinta
hora ap6s a injecdo (periodo em que ocorre a febre induzida por LPS) foi
determinada como indice de febre.

O indice de febre bem como os dados do teste de campo aberto (numero de
cruzamentos, distancia percorrida e velocidade) e os niveis de neurotransmissores
foram analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Bonferroni
ou pelo teste t de Student, conforme apropriado.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prism 10
(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Valores de p menores do que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

A Figura 2A mostra os locais de inje¢cdo do corante no hipotalamo. Os
experimentos para a analise funcional somente foram iniciados apenas quando pelo
menos 90% das injegdes foram localizadas na mesma regido, uma vez que o
hipotalamo precisaria ser coletado para analise de neurotransmissores. A figura
apresentada demonstra a localizagdo das inje¢gdes nos ultimos animais testados,
denotando a precisao da localizagao da canula.

Para caracterizar funcionalmente o local de inje¢do, baixas doses de PGE,
foram administradas no hipotalamo. A administracdo i.h. de PGE, induziu uma
resposta febril que iniciou 60 min apds a injecéo e persistiu até 90 min (Fig. 2B),
reduzindo a niveis normais na medida subsequente. A ANOVA de duas vias revelou
uma interacao significativa entre tempo e tratamento ( F (12, 144) = 6,156 P<0,0001). O
indice de febre apresentou diferencas estatisticas entre os grupos que receberam
veiculo (salina) e PGE, (Fig. 2C, teste t ndo pareado, t(12) = 2,661, p = 0,0207).

Nos experimentos seguintes, avaliamos o efeito do antagonista de
receptores ETs, BQ788, administrado diretamente no hipotalamo de ratos machos e

fémeas antes da administragao de LPS.
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Figura 2: Caracterizagdo anatémica e funcional da inje¢cao i.h. em ratos
machos. Em (A), localizagao dos sitios de injecao em experimento preliminar onde
0s animais receberam somente o Azul de Evans. Os sitios marcados com o corante
sdo identificados com *. Em (B), os animais receberam PGE, (50 ng, 0,5 ul, i.h.) ou 0
mesmo volume de solugado salina, e a temperatura corporal foi avaliada por 2 h. Em
(C), o indice febril calculado como area sob a curva (AUC) da variacdo da
temperatura corporal. Os dados representam a média * erro padrao da média da
temperatura corporal (°C) ou do indice de febre em unidades arbitrarias (n = 6-8). *
indica diferenga estatisticamente significativa em relagado ao grupo salina, p < 0,05.
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A administracdo de veiculo ou BQ788 no hipotalamo de ratos machos e
fémeas n&o induziu alteragdes significativas na temperatura corporal (Fig. 3A-D). A
administracdo de LPS induziu uma resposta febril em ambos os sexos, com inicio
entre 2 e 3 h apds a injegao (Fig. 3A e 3C). Em ratos machos, o pré-tratamento i.h.
com BQ788 reduziu significativamente a resposta febril a partir da terceira hora até o
final do experimento (Fig. 3A). A ANOVA de duas vias revelou uma interagao
significativa entre tempo e tratamento (F (72, 408) = 7,315, p<0,0001). O indice de febre
induzido por LPS foi reduzido em ~55-60% pelo pré-tratamento com BQ788, quando
comparado ao grupo SAL+LPS. O indice de febre também apresentou uma redugao
significativa com o BQ788 (Fig. 3B, F@, 17) = 6,650, p<0,0036). De maneira
inesperada, a administracdo da mesma dose do antagonista de receptores ETs
BQ788 em ratas nao alterou a resposta febril (Fig. 3B). A ANOVA de duas vias
revelou uma interagao significativa entre tempo e tratamento (F(72, 408) = 8,362,
p<0,0001) a qual se restringe ao aumento da resposta febril induzida por LPS, uma
vez que o indice de febre foi aumentado em ~120-130% em relagdo ao grupo
SAL+SAL, e nao foi reduzido pelo tratamento com BQ788. O indice de febre também
ndo apresentou reducgao significativa com o BQ788 (Fig. 3D, F @, 17) = 22,42,
p<0,0001).
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Figura 3: Efeito da injecao intra-hipotalamica de BQ788 na resposta febril
induzida por LPS em ratos machos e fémeas. Ratos machos (A,B) e fémeas (C,D)
receberam BQ788 (0,6 pmol, 0,5 pl) ou 0 mesmo volume de solugéo salina (SAL) e,
apo6s 30 min, receberam LPS (100 pg/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de solugao salina
(SAL). Nos painéis A e C, a temperatura corporal foi avaliada a cada 15 min durante
5 h apos a injegéo de LPS. Nos painéis B e D, o indice de febre calculado como area
sob a curva (AUC). Os dados representam a média + erro padrdo da média (°C) ou o
indice de febre em unidades arbitrarias (n = 5-6). * Indica diferenga estatisticamente
significativa em relagcdo ao grupo SAL+SAL, p < 0,05. # Indica diferenca
estatisticamente significativa em relagédo ao respectivo grupo SAL+LPS, p < 0,05.
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A Figura 4 demonstra que a administracdo de LPS em ratos machos e
fémeas promoveu uma redugéo significativa da locomogao espontanea no teste de
campo aberto. Em ratos machos, o LPS reduziu a velocidade locomotora em ~60%
em relagdo ao grupo SAL+SAL (Fig. 4A, F@3,17=10,45; p=0,0004), bem como a
distancia total percorrida em cerca de 30% (Fig. 4B, F,17=5,171; p=0,0101) e o
numero de cruzamentos em ~50% (Fig. 4C, F,17)=24,16; p<0,0001). Notavelmente,
a administracao intra-hipotalamica de BQ788 foi capaz de reverter esses efeitos em
machos, promovendo aumentos de ~ 170-180% na velocidade, 35-40% na distancia
percorrida e 90-100% no numero de cruzamentos quando comparado ao grupo
SAL+LPS, restaurando valores préximos aos observados no grupo controle.

Em ratas fémeas, o LPS também induziu hipolocomogéo significativa,
reduzindo a velocidade em cerca de 30-35% (Fig. 4E, F,17=12,70; p=0,0001), a
distancia percorrida em ~20-25% (Fig. 4F, F3,17=6,275; p=0,0046) € o numero de
cruzamentos em torno de 55-60% (Fig. 4G, F,17)=8,883; p=0,0009), em comparagéo
ao grupo SAL+SAL. Contudo, diferentemente do observado em machos, o
tratamento com o antagonista de receptores ETs ndo modificou significativamente a
reducao desses parametros em fémeas, indicando auséncia de reversdo da
hipolocomocgao induzida pelo LPS.

As Figuras 4D e 4H ilustram mapas de calor representativos do
deslocamento de um animal por grupo experimental, evidenciando qualitativamente

os padrdes de exploracdo do campo aberto em machos e fémeas, respectivamente.
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Figura 4: Efeito da injecdo intra-hipotaldmica de BQ788 na hipolocomogao
induzida por LPS em ratos machos e fémeas. Ratos machos (A-D) ou fémeas (E-
H) receberam BQ788 (0,6 pmol, 0,5 pl) ou 0 mesmo volume de solugéo salina (SAL)
e, apos 30 min, receberam LPS (100 pg/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de solugao
salina (SAL). A locomogéao espontanea foi avaliada no aparato de campo aberto 5 h
apos a injecao de LPS, durante 3 min. Os dados representam a média + erro padrao
da média velocidade (cm/s, A e E), da distancia percorrida (cm, B e F) e do numero
de cruzamentos (C e G). Os painéis D e H exemplificam o comportamento de um
animal em cada grupo através do mapa de calor para machos e fémeas,
respectivamente (n = 5-6). * Indica diferenca estatisticamente significativa em
relacéo ao grupo SAL+SAL, p < 0,05. # Indica diferenga estatisticamente significativa
em relagao ao respectivo grupo SAL+LPS, p < 0,05.
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A Figura 5 mostra que a administracdo i.h. do antagonista de receptores ETs
BQ788, isoladamente, ndo alterou os niveis hipotalamicos de 5-HT nem de seu
metabdlito 5-HIAA em ratos machos ou fémeas. Em ratos machos, a administragao
de LPS promoveu uma redugao significativa dos niveis hipotalamicos de 5-HT, cerca
de 50-60% em relagao ao grupo SAL+SAL (Fig. 5A), bem como uma diminui¢ao de
~40-50% nos niveis de 5-HIAA (Fig. 5B). A ANOVA de duas vias indicou que o
tratamento i.h. com BQ788 reverteu essas redugdes, promovendo um aumento de
cerca de 120-150% nos niveis de 5-HT (Fig. 5A, F3,17)=9,355; p=0,0007) e de ~80-
100% nos niveis de 5-HIAA (Fig. 5B, F3,17)=8,330; p=0,0013), quando comparado ao
grupo SAL+LPS, restaurando valores proximos aos do controle.

Em ratas fémeas, por outro lado, a administracdo de LPS induziu um
aumento significativo dos niveis hipotaldamicos de 5-HT, em torno de 120-140% em
relacdo ao grupo SAL+SAL (Fig. 5C), assim como um aumento de aproximadamente
100-120% nos niveis de 5-HIAA (Fig. 5D). O tratamento i.h. com BQ788 foi capaz de
reverter esse aumento induzido pelo LPS, reduzindo os niveis de 5-HT em cerca de
45-55% (Fig. 5C, F@17=14,28; p<0,0001) e os niveis de 5-HIAA em
aproximadamente 40-50% (Fig. 5D, F,17)=22,88; p<0,0001), em comparagdo ao
grupo SAL+LPS.
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Figura 5: Efeito da inje¢ao intra-hipotalamica de BQ788 nas alteragées de 5-
HT/5-HIAA induzidas por LPS em ratos machos e fémeas. Ratos machos (A,B) e
fémeas (C,D) receberam BQ788 (0,6 pmol, 0,5 pl) ou 0 mesmo volume de solugao
salina (SAL) e, apds 30 min, receberam LPS (100 ug/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de
solugao salina (SAL). O hipotalamo foi coletado apds 5 h e os niveis de 5-HT e 5-
HIAA foram avaliados por HPLC. Os dados representam a média £ erro padrao da
média dos niveis de 5-HT (A, C) ou 5-HIAA (B,D) no hipotalamo (ng/g de tecido) (n =
5-6). * Indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo SAL+SAL,
p < 0,05. # Indica diferenga estatisticamente significativa em relagao ao respectivo

grupo SAL+LPS, p < 0,05.
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Como a administragdo de BQ788 no hipotalamo n&o foi eficaz em reduzir a
resposta febril induzida por LPS em fémeas, a mesma solucédo foi testada por via
i.c.v. . Conforme mostrado na Figura 6, a injecéo i.c.v. do antagonista de receptores
ETs BQ788 reduziu a resposta febril induzida por LPS em fémeas. O tratamento
i.c.v. com BQ788 promoveu uma atenuacao significativa dessa resposta, reduzindo
a febre em ~40-50% quando comparado ao grupo SAL+LPS, valores proximos ao
basal. A analise por ANOVA de duas vias revelou uma interagao significativa entre
tempo e tratamento (Fig. 6A, F(72, 408)=11,77; p=<0,0001), indicando que o efeito do
BQ788 sobre a febre induzida por LPS.

A analise do indice de febre, calculado como a area sob a curva (AUC),
mostrou que a administracdo de LPS aumentou o indice de febre em
aproximadamente 200-250% em relagdo ao grupo SAL+SAL, enquanto o tratamento
i.c.v. com BQ788 reduziu esse indice em cerca de 60-65% quando comparado ao
grupo SAL+LPS (Fig. 6B, F3,17)=8,893; p=0,0009), demonstrando uma redugao

efetiva.
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Figura 6: Efeito da injecdo i.c.v. de BQ788 na resposta febril induzida por LPS
em ratos fémeas. Os animais receberam BQ788 (6 pmol, 2 ul) ou 0 mesmo volume
de solugédo salina (SAL) e, apdés 30 min, receberam LPS (100 ug/kg, i.p.) ou o
mesmo volume de solugéo salina (SAL). A temperatura corporal (A) foi avaliada a
cada 15 min durante 5 h apds a injecéo de LPS. O indice de febre (B) foi calculado
como a area sobre a curva (AUC) da variagdo da temperatura corporal. Os dados
representam a média * erro padrao da média da temperatura corporal (°C) ou do
indice de febre em unidades arbitrarias (n = 5-6). * Indica diferencga estatisticamente
significativa em relagcdo ao grupo SAL+SAL, p < 0,05. # Indica diferencga
estatisticamente significativa em relagédo ao respectivo grupo SAL+LPS, p < 0,05.
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A Figura 7 demonstra que a administragdo i.c.v. do antagonista de
receptores ETs BQ788 reverteu significativamente a hipolocomogao induzida por
LPS em ratas fémeas, diferentemente do observado apdés a administragao i.h. A
injecao sistémica de LPS reduziu a velocidade locomotora em ~55-60% em relagao
ao grupo SAL+SAL (Fig. 7A), bem como a distancia total percorrida em cerca de 50-
55% (Fig. 7B) e o numero de cruzamentos em torno de 55-60% (Fig. 7C).

O tratamento i.c.v. com BQ788 promoveu uma reversao significativa desses
efeitos, aumentando a velocidade em ~120-140% (Fig. 7A, F3,17=20,24; p<0,0001),
a distancia percorrida em cerca de 120-150% (Fig. 7B, F3,17)=18,67; p<0,0001) e o
numero de cruzamentos em ~130-150% (Fig. 7C, F3,17=14,10; p<0,0001), quando
comparado ao grupo SAL+LPS, restaurando valores proximos aos observados no
grupo controle.

Os mapas de calor representativos (Fig. 7D) corroboram os dados
quantitativos, evidenciando que o tratamento i.c.v. com BQ788 promoveu uma
redistribuicdo do padrao exploratério no campo aberto, com aumento da mobilidade
e da ocupacédo espacial, em contraste com o padrdo restrito observado no grupo

tratado apenas com LPS.
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Figura 7: Efeito da injegao i.c.v. de BQ788 na hipolocomogao induzida por LPS
em ratos fémeas. Os animais receberam BQ788 (6 pmol, 2 pl) ou 0 mesmo volume
de solugédo salina (SAL) e, apdés 30 min, receberam LPS (100 ug/kg, i.p.) ou o
mesmo volume de solugdo salina (SAL). A locomogao espontanea foi avaliada no
aparato de campo aberto 5 h apds a inje¢cdo de LPS, durante 3 min. Os dados
representam a média + erro padrdo da meédia do numero de cruzamentos,
velocidade (cm/s) e distancia percorrida (cm) (n = 5-6). * Indica diferencga
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo SAL+SAL, p < 0,05. # Indica
diferenga estatisticamente significativa em relagéo ao respectivo grupo SAL+LPS, p
<0,05.
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De maneira consistente com os efeitos observados na resposta febril e na
locomogdo, a Figura 8 demonstra que a administracdo i.c.v. do antagonista de
receptores ETs BQ788 reverteu as alteragbes serotoninérgicas hipotaléamicas
induzidas por LPS em ratas fémeas. A administracdo de LPS promoveu um aumento
significativo dos niveis de 5-HT, em cerca de ~35-40% em relagdo ao grupo
SAL+SAL (Fig. 8A), bem como um aumento de ~30-35% nos niveis de 5-HIAA (Fig.
8B).

O tratamento i.c.v. com BQ788 reduziu de forma robusta esses aumentos,
promovendo uma diminuigdo de cerca de ~55-60% nos niveis de 5-HT (Fig. 8A,
F,177=17,18; p<0,0001) e de ~40-45% nos niveis de 5-HIAA (Fig. 8B, F3,17)=22,19;
p<0,0001), quando comparado ao grupo SAL+LPS.
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Figura 8: Efeito da injecao i.c.v. de BQ788 nas alteragcoes de 5-HT/5-HIAA
induzidas por LPS em ratos fémeas. Os animais receberam BQ788 (6 pmol, 2 pl)
ou o mesmo volume de solugéo salina (SAL) e, apés 30 min, receberam LPS (100
Mag/kg, i.p.) ou o0 mesmo volume de solugado salina (SAL). O hipotalamo foi coletado
apos 5 h e os niveis de 5-HT e 5-HIAA foram avaliados por HPLC. Os dados
representam a média + erro padrédo da média dos niveis de 5-HT (A) ou 5-HIAA (B)
no hipotalamo (ng/g de tecido) (n = 5-6). * Indica diferengca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo SAL+SAL, p < 0,05. # Indica diferenga
estatisticamente significativa em relagcao ao respectivo grupo SAL+LPS, p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo fornece evidéncias de que as endotelinas atuando no
hipotalamo sdo mediadoras criticas da febre e do comportamento de doenca
induzidos por LPS em ratos machos, mas ndo em fémeas. Em contraste, os niveis
hipotalamicos de serotonina (5-HT) parecem ser modulados por endotelinas via
receptores ETs em ambos 0s sexos.

Para garantir a precisdo das microinjegdes intracerebrais, o direcionamento
exato do hipotalamo foi confirmado previamente aos experimentos, uma vez que a
verificagdo pos-morte foi inviabilizada pela necessidade de coleta do tecido para
quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA. Apos estabelecer uma taxa de acerto superior a
90%, a relevancia funcional da regido hipotalamica selecionada na termorregulagéo
foi validada. A injecao de prostaglandina E, (PGE;) nessa area induziu uma resposta
febril transitéria, consistente com achados anteriores que demonstram a acéo da
PGE, sobre neurbénios do hipotalamo anterior na indugdo da febre (WILLIAMS;
RUDY; YAKSH; VISWANATHAN, 1977) (NAKAMURA; MATSUMURA; KANEKO;
KOBAYASHI et al., 2002). Esses resultados reforcam a relevancia anatébmica e
funcional do sitio de inje¢cao na mediacao das respostas febris.

Os experimentos subsequentes investigaram o papel dos receptores de
endotelina nessa regido. A endotelina-1 (ET-1) é um mediador pirbgeno bem
estabelecido tanto em ratos machos quanto em fémeas. Estudos prévios
demonstraram que a administragdo i.c.v. de BQ788, um antagonista seletivo de
receptores ETs, atenua a febre induzida por LPS em ambos os sexos (COELHO;
CRUZ; MABA; ZAMPRONIO, 2021) (COSTA; AMATNECKS; DE OLIVEIRA
GUAITA; STERN et al., 2024; FABRICIO; SILVA; RAE; D'ORLEANS-JUSTE et al.,
1998). Além disso, a administracado i.c.v. de ET-1 induz febre em machos e fémeas,
e durante a febre induzida por LPS em machos, o liquido cefalorraquidiano
apresenta niveis reduzidos de big-endotelina (precursor da ET-1) e niveis
aumentados do peptideo ativo (BRITO; RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et
al.,, 2020) (FABRICIO; RAE; D'ORLéEANS-JUSTE; SOUZA, 2005). Evidéncias
adicionais indicam que a microinjecdo de baixas doses de ET-1 diretamente no
hipotalamo de ratos machos também induz febre (FABRICIO; RAE; D'ORLEANS-
JUSTE; SOUZA, 2005).
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De forma geral, os resultados destes estudos citados acima sugerem um
papel central da endotelina-1 (ET-1) na mediacdo da febre induzida por LPS. No
entanto, até o momento, nenhum estudo havia avaliado o bloqueio de receptores
ETs diretamente no hipotalamo, tanto em machos quanto em fémeas, e ainda que o
sitio de agdo das endotelinas em fémeas também seria o hipotalamo, embora esta
fosse uma concluséo bastante plausivel dos estudos.

Deste modo, este é o primeiro estudo a investigar o impacto do bloqueio de
receptores ETs hipotalamicos na resposta febril em ratos machos e fémeas. Como
esperado, a administragao intra-hipotalamica de BQ788 atenuou significativamente a
febre induzida por LPS em machos. De forma inesperada, a mesma intervengao nao
alterou a resposta febril em fémeas. Esses achados reforcam a hipotese de que as
endotelinas, particularmente a ET-1, medeiam a febre em machos por meio de
mecanismos hipotalamicos diretos (FABRICIO; RAE; D'ORLEANS-JUSTE; SOUZA,
2005), enquanto em fémeas o sitio de acao da ET-1 parece ser extra-hipotalamico.

Embora o LPS induza niveis mais elevados de citocinas proé-inflamatérias
pirdgenas em fémeas do que em machos (HALAWA; REES; MCCAMY; WINZER-
SERHAN, 2020), ndo foram observadas diferengcas sexuais na expressao de mRNA
de c-fos na area postrema e no nucleo do trato solitario, sugerindo ativagdo neuronal
comparavel, apesar das diferengas imunoldgicas periféricas. Ainda assim, diversos
estudos relatam diferengas sexuais especificas nas respostas hipotalamicas. Por
exemplo, Mello e colaboradores demonstraram que a administracao de LPS induz
comportamento tipo desespero em machos e comportamento tipo ansiedade em
fémeas, sendo que estas ultimas apresentaram estresse oxidativo acentuado no
hipotalamo regido implicada na regulacéo da ansiedade (MELLO; CHAVES FILHO;
CUST6DIO; CORDEIRO et al., 2018). Além disso, fémeas exibem maior ativacéo de
astrécitos induzida por LPS no hipotalamo, hipocampo e amigdala em comparagao
aos machos (ZHANG; ELIAS; MANNERS, 2024). Xu et al. identificaram alteragdes
sexuais especificas na via esteroidogénica hipotaldmica durante o comportamento
tipo depressivo induzido por LPS, com destaque para a redugao da pregnenolona
em fémeas, mas ndo em machos (XU; WEI; XU; ZHANG et al., 2023). Esses
achados evidenciam o dimorfismo sexual na fungao hipotalamica, ao qual o presente
estudo acrescenta evidéncias inéditas sobre a indugao febril mediada por ET-1.

A auséncia inesperada de efeito do bloqueio dos receptores ETs no

hipotalamo de fémeas merece investigagcado adicional para identificar o sitio central
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de acdo da ET-1 nesse sexo para inducao de febre. Dada a extensa conectividade
aferente do nucleo pré-6ptico medial (SIMERLY; SWANSON, 1986), a identificagdo
precisa do local de acdo da ET-1 permanece desafiadora. No entanto, estudos
futuros devem priorizar os nucleos da rafe, que estdo implicados na termorregulagao
(NAKAMURA, 2024; ROGERS; VANDENDOREN; PRATHER; LANDEN et al., 2024)
e apresentam acentuado dimorfismo sexual.

Além da febre, a administracdo de LPS desencadeia comportamento de
doenga, caracterizado por letargia, anorexia e sonoléncia. No presente modelo, esse
comportamento foi avaliado por meio da reducdo da locomocgao espontanea no
campo aberto, um indicador bem estabelecido de comportamento de doenga em
ambos os sexos (LOH; STICKLING; SCHRANK; HANSHAW et al, 2023;
PITYCHOUTIS; NAKAMURA; TSONIS; PAPADOPOULOU-DAIFOTI, 2009). A
sinalizagao central de ET-1 também esta implicada nessa resposta, uma vez que a
administracao i.c.v. de BQ788 e do antagonista de receptores ETa, BQ123, atenua a
hipolocomogao induzida por LPS (LOMBA; CRUZ; COELHO; LEITE-AVALCA et al.,
2021). Nossos achados demonstram que a ET-1 hipotaldmica atuando via
receptores ETg contribui para o comportamento de doenga em machos. No entanto,
de forma consistente com a resposta febril, a administragdo intra-hipotalamica de
BQ788 nao foi capaz de reverter a hipolocomogéo em fémeas.

Conforme relatado anteriormente, a administracdo de LPS reduziu os niveis
hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA em machos, enquanto aumentou esses niveis em
fémeas (COSTA; AMATNECKS; DE OLIVEIRA GUAITA; STERN et al., 2024).
Notavelmente, a administracdo intra-hipotalamica de BQ788 normalizou essas
alteracbes em ambos os sexos, revertendo a redugcdo em machos e o aumento em
fémeas. Esses resultados corroboram o papel da ET-1 na modulagao da atividade
serotoninérgica hipotalamica de forma dependente do sexo. De maneira mais
importante no presente estudo, estes dados confirmam a eficacia e especificidade
anatdmica do tratamento com o antagonista, ou seja, embora o tratamento tenha
sido efetivo em reduzir os niveis de 5-HT e 5-HIAA nao foi efetivo em reduzir a febre
e 0 comportamento de doenca nos mesmos animais.

Estudos anteriores associaram a reducdo dos niveis hipotalamicos de 5-HT
em machos a ativagdo comprometida do reflexo inflamatério (MOTA; BORGES;
AMORIM; CAROLINO et al., 2019; MOTA; RODRIGUES-SANTOS; FERNaNDEZ;
CAROLINO et al., 2017). Se o aumento de 5-HT induzido por LPS observado em
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fémeas reflete uma ativagdo aumentada desse reflexo ainda precisa ser elucidado,
representando uma importante questdo para investigagdes futuras.

Diversos estudos tém relatado diferengcas sexuais especificas na sinalizagao
serotoninérgica hipotalamica, incluindo maior densidade de fibras serotoninérgicas
originadas dos nucleos da rafe em fémeas (SIMERLY; SWANSON; GORSKI,
1984a; b), bem como niveis hipotaldamicos mais elevados de 5-HT e de seu principal
metabdlito, 5-HIAA, em comparagdo aos machos (CARLSSON; CARLSSON, 1988;
COSTA; AMATNECKS; DE OLIVEIRA GUAITA; STERN et al.,, 2024; GOEL;
PHILIPPE; CHANG; KOBLANSKI et al., 2022; SENS; SCHNEIDER; MAUCH;
SCHAFFSTEIN et al., 2017). Em consonancia com esses achados, o presente
estudo também demonstrou niveis basais significativamente mais altos de 5-HT no
hipotalamo de ratas tratadas com veiculo (Fig. 5). Notavelmente, enquanto a
administracdo de LPS levou a reducdo dos niveis hipotalamicos de 5-HT em
machos, induziu um aumento em fémeas, reforgando ainda mais o carater dimorfico
sexual das respostas serotoninérgicas a inflamacao sistémica.

Dada a eficacia observada da administragdo intra-hipotaldamica de BQ788 na
modulacdo dos niveis de 5-HT, foi conduzido um experimento adicional para
confirmar se as diferengas sexuais observadas, particularmente na resposta febril e
na locomogao espontanea, eram atribuiveis a acao sitio-especifica do antagonista
de receptores ETs. Para isso, BQ788 foi administrado por via i.c.v. em ratas,
replicando um protocolo previamente estabelecido. Em concordancia com achados
anteriores (COSTA; AMATNECKS; DE OLIVEIRA GUAITA; STERN et al., 2024), a
administracao i.c.v. de BQ788 em fémeas atenuou significativamente a febre e a
hipolocomogao induzidas por LPS, bem como o aumento associado nos niveis
hipotalamicos de 5-HT. Esses resultados sustentam a hipotese de que a auséncia
de efeito observada com a administracao intra-hipotalamica de BQ788 em fémeas
se deve a diferencga no local de acdo da ET-1 no cérebro feminino.

E importante destacar que a fase do ciclo estral das ratas ndo foi sincronizada
nem monitorada no presente estudo. Consequentemente, €& possivel que a
magnitude ou a direcdo dos efeitos observados varie entre as diferentes fases do
ciclo. Estudos futuros devem abordar essa limitagdo por meio do monitoramento do
ciclo estral, a fim de elucidar possiveis influéncias hormonais sobre as respostas

mediadas por ET-1.
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7 CONCLUSAO

Os achados deste estudo sugerem que a endotelina-1 (ET-1) exerce efeitos
especificos de sexo nas respostas induzidas por inflamagédo sistémica. Em ratos
machos, a ET-1 atua predominantemente no hipotalamo para mediar a febre, a
hipolocomogao e a redugédo dos niveis de 5-HT. Em contraste, em ratos fémeas, a
ET-1 parece exercer seus efeitos sobre a febre e o comportamento de doenca por
meio de regides cerebrais alternativas, sendo os nucleos da rafe uma possivel
estrutura envolvida. Assim, a conectividade funcional entre o hipotalamo e os
nucleos da rafe pode representar um eixo critico subjacente as respostas
neuroimunes especificas de sexo a inflamacao sistémica.

O presente estudo fornece novas evidéncias sobre os papéis dimorficos
sexuais da ET-1 na mediagcdo de respostas induzidas por inflamacgao sistémica.
Enquanto a ET-1 atua no hipotalamo para induzir febre, hipolocomogao e supressao
serotoninérgica em ratos machos, seus efeitos em fémeas parecem ser mediados
por mecanismos extra-hipotaldmico. Ainda assim, a sinalizagao hipotalamica de ET-
1 permanece essencial para a modulagao dos niveis de 5-HT em ambos os sexos,
embora em diregcdes opostas. Esses achados ressaltam a importancia de considerar
0 sexo como uma variavel biolégica em pesquisas neuroimunes e destacam a
necessidade de investigagdes adicionais sobre as vias centrais que medeiam a agao
da ET-1 em fémeas.
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