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RESUMO

A sindrome da doenga & uma resposta adaptativa que pode ser distinguida por sinais
e sintomas caracteristicos, como febre, hiperalgesia generalizada, hipolocomogéo,
apatia e sono. A endotelina-1 (ET-1) é produzida por estimulos inflamatérios, incluindo
lipopolissacarideo (LPS), e esta envolvida na patogénese da inflamagéo e da dor por
meio da agéo dos receptores ETa e ETs. A ET-1 também induz febre por agdo em
receptores ETs no hipotalamo. No entanto, pouco é conhecido sobre a participagéo
da ET-1 produzida no sistema nervoso central (SNC) nos outros fenébmenos da
sindrome de doenga. O presente estudo investigou o papel da ET-1 nas respostas da
sindrome da doenga, incluindo hiperalgesia, anedonia e hipolocomoc¢éo, bem como
reavaliou o envolvimento de receptores ETa na resposta febril induzida por LPS em
ratos Wistar. A hiperalgesia mecanica foi avaliada com o analgesimetro eletrénico Von
Frey e a hiperalgesia térmica com a placa aquecida. A administracdo
intracerebroventricular (i.c.v.) de ET-1 induziu hiperalgesia mecénica e térmica em
ratos, que foi reduzida pelo antagonista do receptor ETa BQ123 e exacerbada pelo
antagonista do receptor ETs, BQ788. O tratamento dos animais com o inibidor da
ciclooxigenase (COX) indometacina nao alterou a hiperalgesia induzida por ET-1. A
administragéo intraperitoneal (i.p.) de LPS induziu hiperalgesia mecanica e térmica
nos animais. Tanto o BQ123 quanto o BQ788 aboliram essa hiperalgesia mecénica,
mas a resposta térmica foi apenas parcialmente bloqueada. Para se avaliar se este
comportamento nociceptivo depende da ativacdo dos receptores de ET-1 no
hipotalamo foi feito o tratamento com os antagonistas diretamente nesta regido. O
bloqueio dos receptores ETa no hipotalamo também aboliu a hiperalgesia mecénica
induzida pelo LPS, e o antagonista do receptor ETs n&o influenciou essa resposta.
Além da hiperalgesia, a administragéo i.p. de LPS também induziu anedonia, refletida
na menor preferéncia pela sacarose e redugdo da atividade locomotora no teste do
campo aberto. Ambos os antagonistas restauraram a atividade locomotora, mas
apenas o BQ788 reverteu a redugcdo da preferéncia pela sacarose.
Concomitantemente a estas respostas, diferentes doses de LPS induziu febre nos
animais. A administragado do LPS (10 ou 200 ug/kg, i.p.) produziu febre nos ratos. O
pré-tratamento (30 min antes) ou o pés-tratamento (2 h apds a administragéo de LPS)
dos animais com o antagonista ETa BQ123 nao alterou a resposta febril induzida por
baixas doses de LPS corroborando os resultados anteriores. No entanto, o pos-
tratamento dos animais com este antagonista, reduziu a febre induzida por alta dose
de LPS. Esses resultados indicam que ET-1 e os receptores ETa € ETs estdo
envolvidos em varias respostas relacionadas a sindrome da doencga, incluindo
hiperalgesia mecanica e térmica induzida tanto pela ET-1 quanto pelo LPS. Outros
comportamentos ligados a infeccdo como a anedonia e hipolocomogao além da febre
induzidas por LPS também envolvem a participagao deste peptideo. Além disso, os
receptores ETa participam da resposta febril induzida por altas doses de LPS,
provavelmente em uma fase mais tardia da resposta.

Palavras chave: Endotelina-1, endotoxina, hiperalgesia, anedonia, receptores de
endotelina.



ABSTRACT

The sickness syndrome is an adaptive response that can be distinguished by
characteristic signs and symptoms, such as fever, generalized hyperalgesia,
hypolocomotion, apathy and sleep. Endothelin-1 (ET-1) is produced by inflammatory
stimuli, including lipopolysaccharide (LPS), and is involved in the pathogenesis of
inflammation and pain through the action of ETa and ETs receptors. ET-1 also induces
fever by action at ETs receptors in the hypothalamus. However, little is known about
the participation of ET-1 produced in the central nervous system in other phenomena
of the sickness syndrome. The present study investigated the role of ET-1 in the
responses of the sickness syndrome, including hyperalgesia, anhedonia and
hypolocomotion, as well as re-evaluated the involvement of ETa receptors in the febrile
response induced by LPS in Wistar rats. Mechanical hyperalgesia was assessed with
the Von Frey electronic analgesiometer and thermal hyperalgesia in the hot plate.
Intracerebroventricular (i.c.v.) administration of ET-1 induced mechanical and thermal
hyperalgesia in rats, which was reduced by the ETa receptor antagonist BQ123 and
exacerbated by the ETs receptor antagonist, BQ788. The treatment of animals with the
cyclooxygenase inhibitor (COX) indomethacin did not alter ET-1-induced hyperalgesia.
Intraperitoneal (i.p.) administration of LPS induced mechanical and thermal
hyperalgesia in animals. Both BQ123 and BQ788 abolished this mechanical
hyperalgesia, but the thermal response was only partially blocked. To assess whether
this nociceptive behavior depends on the activation of ET-1 receptors in the
hypothalamus, treatment with antagonists was carried out directly in this region.
Blocking of ETa receptors in the hypothalamus also abolished LPS-induced
mechanical hyperalgesia, and the ETs receptor antagonist did not influence this
response. In addition to hyperalgesia, i.p. injection of LPS also induced anhedonia,
reflected in the lower preference for sucrose and reduced locomotor activity in the open
field test. Both antagonists restored locomotor activity, but only BQ788 reversed the
reduction in preference for sucrose. Concomitantly with these responses, different
doses of LPS induced fever in the animals. Administration of LPS (10 or 200 pg / kg,
i.p.) produced fever in the rats. The pre-treatment (30 min befoere) or the post-
treatment (2 h after the injection of LPS) of the animals with the antagonist ETa BQ123
did not alter the febrile response induced by the low dose of LPS corroborating the
previous results. However, the post-treatment of the animals with this antagonist,
reduced the fever caused by the higher doses of LPS tested. These results indicate
that ET-1 and the ETa and ETs receptors are involved in several responses related to
the sickness syndrome, including mechanical and thermal hyperalgesia induced by
both ET-1 and LPS. Other behaviors linked to infection such as anhedonia and
hypolocomotion in addition to fever induced by LPS also involve the participation of
this peptide. Moreover, ETa receptors participate in the febrile response induced by
high doses of LPS, probably in a later phase of this response.

Keywords: Endothelin-1, endotoxin, hyperalgesia, anhedonia, endothelin receptors.
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1 INTRODUGAO

O sistema imunoldgico nos protege de doengas causadas por diversas
substancias nocivas, reconhecendo e combatendo bactérias, virus e toxinas, bem
como ao limitar a ag&o e remover corpos estranhos e células malignas do organismo.

A resposta imune é classificada em resposta imune nao especifica ou inata e
resposta imune especifica ou adaptativa. Quando o organismo ¢é invadido por micro-
organismos patogénicos, estes encontram na “linha de frente” da resposta imune inata
células fagociticas, representadas por mondcitos, macrofagos residentes e pelas
células de Kupffer, no figado, produzindo uma resposta nédo especifica. Estas células
expressam uma familia de receptores denominada genericamente como receptores
de reconhecimento padrao (pattern recognition receptor, PRR) que incluem receptores
do tipo RIG (RLR) e do tipo NOD (NLR) e do tipo Toll (TLR) (VIDYA et al., 2018).

PRR sé&o encontrados na superficie celular (e.g.TLR-4), no citoplasma (NLR) e
também no endossomo (e.g. TLR-3) (MEDZHITOV, 2001). Estes receptores sao
especializados em reconhecer diferentes padrdes moleculares associados aos
patogenos (PAMP) e também padrdes moleculares associados ao dano (DAMP) que
sdo moléculas relacionados aos microorganismos e a componentes de apoptose ou
dano celular, respectivamente (VIDYA et al., 2018).

Os RLR estao localizados no citosol e sao especializados em reconhecer RNA
(HARTMANN, 2017). Esta familia de receptores engloba trés membros: RIG-I, MDA5
(melanoma differentiation-associated protein 5) e LGP2 ( laboratory of genetics and
physiology 2). Todos os RLR tém um dominio a-hélice central e um dominio carboxi-
terminal que juntos s&do responsaveis por detectar RNA. RIG-I e MDAS5,
adicionalmente, tém dois dominios CARD (caspase activation and recruitment
domains) amino terminais, que medeiam a transdugdo apds o reconhecimento do
acido ribonucleico (RNA). Logo apdés a descoberta dos RLR, estudos com
camundongos knock-out para estes receptores demonstraram que estas proteinas
sao essenciais para a defesa contra infecgdes virais (KATO et al., 2006).

Os NLR séo encontrados no citoplasma e desempenham um papel crucial na
resposta imune inata reconhecendo estruturas microbianas como peptidoglicano,
flagelina, o RNA viral, fungos; bem como o trifosfato de adenosina (ATP), cristais de

colesterol, acido Urico e fatores ambientais como amianto, silica e a radiagdo
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ultravioleta produzindo uma resposta inflamatéria por ativar fatores de transcri¢do
(KIM; SHIN; NAHM, 2016).

Os TLR, particularmente, sdo especializados no reconhecimento tanto de
antigenos bem como de moléculas proéprias oriundas de células danificadas
(LEMAITRE et al., 1996) e falhas neste reconhecimento s&o sabidamente associadas
a diversas doencas autoimunes (FARRUGIA; BARON, 2017).

Assim, de maneira geral podemos definir que, dentre estes receptores, os NLR,
estdo mais relacionados com a apoptose bem como a regulagdo da resposta
inflamatéria (VELLOSO et al., 2019), os RLR com o reconhecimento da replicagdo
viral dentro das células (CHAN; GACK, 2015; LOO; GALE JR, 2011) e os TLR, entéo,
em alertar o sistema imune contra diversos PAMP como acido nucléico (MAJER; LIU;
BARTON, 2017) e lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (PARK; LEE, 2013).

Em mamiferos sdo expressos ao menos dez subtipos de TLR (VIDYA et al.,
2018) e cada um possui uma habilidade unica de reconhecer PAMP especificos: o
receptor TLR-2 reconhece peptideoglicanos de bactérias Gram positivas, enquanto
que o LPS, que é um glicolipideo hidrofébico ligado a uma cadeia de carboidrato longa
e ramificada presente na parede celular de bactérias Gram negativas, é agonista do
receptor TLR-4 (PARK; LEE, 2013). No caso do LPS, sua porgdo lipidica a
responsavel pela maior parte dos efeitos imunolégicos (TRENT et al., 2006).

Sao crescentes as evidéncias que sugerem a importancia dos TLR e seus
ligantes em varias patologias como a inflamagéo e as doengas auto-imunes. Ligantes
dos receptores TLR-3, TLR-4 e TLR-9 exacerbam a resposta alérgica e inflamatéria
das vias aéreas em camundongos (CLARKE et al., 2013) e a deficiéncia na expressao
do TLR-4 predispbe, por exemplo, a infec¢gdo por Candida albicans (NETEA et al.,
2002). A hiperexpressao destes receptores em células imunes durante a sepse esta
associada ao dano e insuficiéncia de érgédos (TSUJIMOTO et al., 2008).

O LPS, o mais conhecido agonista de receptores TLR-4, é a ferramenta
laboratorial aplicada neste e em diversos estudos para mimetizar a resposta
inflamatoria produzida por uma infecgdo bacteriana. Assim, sera detalhado o

mecanismo pelo qual esta reposta é produzida.
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1.1 A ATIVAGAO DO TLR-4 E VIAS DE SINALIZAGCAO

O TLR-4 é uma proteina transmembrana que ao reconhecer o LPS forma um
complexo receptor-PAMP que a dimeriza. O dominio transmembrana extracelular rico
em repeticdes de leucina é responsavel pela ligagdo com o LPS, efetivamente. O
dominio citosdlico tem grande homologia com o dominio de sinalizag&o citosdlico do
receptor de interleucina (IL)-1 (KAWASAKI; KAWAI, 2014), que também produz sua
reposta via ativagdo do fator nuclear-kB (NFkB) provendo a expressao de genes
inflamatérios como os de citocinas (incluindo a prépria IL-1) e ciclooxigenase-2 (COX-
2).

Assim, o LPS promove a indugéo de uma cascata citoplasmatica de sinalizagao
recrutando diversas moléculas adaptadoras no interior da célula contendo o dominio
TIR (TOLL/IL-1 receptor). Dentre estas moléculas esta a proteina Myd88 (Myeloid
differenciation primary response gene 88) (MUZIO et al.,, 1997), a MAL (MyD88
adaptor-like) também chamada de TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein)
(HORNG et al., 2002), a TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing interferon f3)
ou TICAM-1 (TIR domain-containing adaptor molecule-1) (YAMAMOTO et al., 2003) e
finalmente TRAM (TRIF-related adaptor molecule) ou TICAM-2 (OSHIUMI et al.,
2003). Para uma resposta robusta, o TLR requer o recrutamento destas quatro
moléculas adaptadoras.

Sao duas as possiveis vias de sinalizagdo intracelular dos TLR, sendo uma via
dependente de Myd88 e uma independente de Myd88 (FIG 1)

A via dependente de MyD88 ¢ utilizada por todos os subtipos, exceto o TLR-
3, que utiliza a via independente de MyD88. O TLR4 inicia a sinalizag&o intracelular
através de ambas: a via TIRAP-MyD88, que ativa precocemente o NF-kB e a produgao
de citocinas inflamatérias, como a IL-12; e a via TRIF — TRAM, que ativa o fator de
transcricdo IRF3 ( interferon regulatory factor-3) que regula os genes que codificam
interferons (IFN) tipo I.

A estimulagcdo da molécula MyD88 gera as mudangas conformacionais
necessarias para promover a associagéo entre seu dominio TIR e o TLR na sua
porcédo citoplasmatica, recrutando a quinase IRAK-4 (IL-1R-associated kinase 4)
responsavel pela fosforilagdo e conseguinte ativagdo da IRAK-1 que, uma vez

fosforilada, se dissocia da MyD88, ativando entédo, a TRAF-6 (TNFR-associated factor
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6). Esta proteina adaptadora torna-se ativa a partir desta via e fosforila a TAK-1 (TGF-
B-activated Kinase 1) (MUZIO et al., 1997).

A ativagdo da TAK-1 como resultado da sua fosforilagdo ativa as quinases do
inibidor do NF-kB (IKK) a e IKKB que formam um complexo com IKKy (NEMO). Este
complexo é essencial para a resposta ao LPS pois vai catalisar a fosforilagao de uma
proteina citoplasmatica, a IkB, que € uma proteina inibitéria que se encontra ligada ao
NFkB. A fosforilagdo da kB permite a ligagdo com a ubiquitina, pela agéo da ubiquitina
ligase, resultando na sua degradacgéo pelo complexo proteossoma 26S e, finalmente,
liberando o NFkB ativo (ZANDI et al., 1997), que permite sua translocag¢éo nucleo e
sua ligacdo a genes especificos, promovendo a expressao destes genes. Dentre estes
genes, estdo os genes inflamatérios ja citados, como os das citocinas e COX-2.

Ja a via independente de Myd88 ativa a produgdo e secregcdo do fator de
necrose tumoral-a (TNF-a). A subsequente ligagdo do TNF-a nos seu receptor leva a
ativagcdo de mais NF-kB. Assim, esta via também chamada TRIF-TRAM também, é
responsavel pela fase tardia da resposta do NF-kB através da secregao de IRF3 e
TNF-a (BARTON; MEDZHITQOV, 2003). Esta via esta também envolvida na sintese de

IFN e modulag&o da replicagao viral.

1.2 PRODUGAO DE CITOCINAS NA PERIFERIA COMO RESPOSTA AO LPS

Mondcitos e macréfagos expressam TLR-4 em suas membranas e s&o as
principais células capazes de sintetizar varias citocinas com diferentes cinéticas de
liberagdo em resposta ao LPS.

Esta sintese ja foi estudada em diferentes células monociticas, tanto de
murinos quanto humanas (KUBIN; CHOW; TRINCHIERI, 1994; ROSSOL et al., 2011)
como a sintese de TNF-a (WANIDWORANUN; STROBER, 1993),IL-18 (LOPEZ-
CASTEJON; BROUGH, 2011), IL-6 (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014) e IL-
12 (TRINCHIERI, 1995).

A IL-1B, per se, é capaz de induzir sua propria sintese bem como a de outras
citocinas como a IL-6 e o TNF-q, potencializando a resposta (TODA et al., 2002).

Citocinas agem de maneira autécrina, nas células responsaveis pela sua

sintese, ou de maneira paracrina, quando nas células adjacentes. Produzidas apenas

Comentado [AZ1]: Acho isso muito engracaod. Periferia
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em certas condicdes, estes peptideos sdo biologicamente ativos em concentracdes
bastante baixas (nanomolar a picomolar) agindo em seus respectivos receptores que
vao, entdo, induzir genes e potencializar a resposta inflamatéria (SCAPIGLIATI;
BUONOCORE; MAZZINI, 2006).
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FIG 1 SINTESE DE CITOCINAS EM RESPOSTA AO LPS: As células que expressam
o TLR-4 rapidamente reconhecem LPS e ativa as possiveis vias de sinalizagédo
intracelular que promovem a ativagédo de genes e sintese de citocinas e proteinas pro-
inflamatérias. (FONTE: adaptado de LU; YEH; OHASHI, 2008)

1.3/0 COMPORTAMENTO DE DOENGA

Quando alguma substancia que induz a sintese de citocinas, como o LPS, é
perifericamente administrada nés podemos observar, tanto em animais como em
humanos, o surgimento de sintomas comuns do processo infeccioso, como fadiga,
perda de apetite, dor muscular e nas articulagées.

Esta hipétese de que a inflamagéo sistémica poderia alterar o comportamento

ja foi sugerida por William Osler no século XIX, quando propds a apatia como critério

Comentado [AZ2]: Aqui vc chama de comportamento de
doenca. Até concordo que a maioria das resposta é
comportamental mas a febre nao é um comportamento.
Neste texto, eu dividiria o que é comportamento e o que ndo
é.
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diagnéstico para a “septicemia progressiva” (OSLER, 1912). Esta teoria foi
demonstrada em pesquisas posteriores em que a alteragédo de humor induzida por
citocinas proé-inflamatérias ou o tratamento de doencgas virais e cancer com citocinas
também induzia depressdo (CAPURON; MILLER, 2004).

Estes componentes psicologicos e comportamentais da infeccdo representam,
juntamente com a resposta febril, uma estratégia de sobrevivéncia altamente
organizada, denominada sindrome de doenca (sickness syndrome) (DANTZER,
2004). Nos anos 60, Ned Miller demonstrou que ratos que receberam LPS perderam
o interesse nas recompensas em testes de condicionamento. Além disso, este autor
descreveu como “paralisia da iniciativa” a sensagéo que sentiu quando estava gripado
(MILLER, 1964). Mas apenas em 1988, Benjamin Heart descreveu o comportamento
de doenca como um estado de sonoléncia, depresséo e inatividade (e.g. diminui¢ao
da movimentacdo espontdnea) que permitiia o uso da energia para o gasto
metabdlico associado a febre e ao combate a infecgao (HART, 1988). Hart descreveu
neste estudo que esta condigdo é comum em muitos mamiferos, incluindo o homem.

Alguns estudos se dedicaram a explicar como estas citocinas conseguem
promover alteragbes comportamentais e febre ao agir no sistema nervoso central
(SNC), j& que séo peptideos grandes e hidrofilicos, caracteristicas que n&o as
permitem atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) (DANTZER, 2001).

As duas principais teorias tratam de uma rota neural, que se da pela sinalizagédo
aferente periférica que parte do local inflamado, teoria esta ja demonstrada através da
vagotomia subdiaframatica em animais (KOBRZYCKA et al., 2019; LUHESHI et al.,
2000); ou da via humoral, que evidencia a produgao de citocinas pro-inflamatdérias por
células fagociticas expressas no 6rgéo circunventricular (OCV) e no plexo coréide,
propagando este sinal imune ao parénquima cerebral (KONSMAN; PARNET;
DANTZER, 2002).

Independentemente da maneira, temos como resultado uma regulacédo fina
entre o processo infeccioso e o comportamento. A administracdo de LPS
perifericamente mimetiza sintomas como a ativagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA), anorexia e reducédo da atividade motora (comportamento de doenca)
(BELLAVANCE; RIVEST, 2014; HENNESSY; DEAK; SCHIML, 2014) e também a
resposta febril.

Usualmente assumimos que o sistema imune e o comportamento social sdo

processos distintos, mas temos cada vez mais evidéncias de que o cérebro reconhece
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moléculas sinalizadoras do processo infeccioso e regula ndo s6 os sintomas de
doenga, mas também o comportamento social (EISENBERGER; MOIENI, 2020;
MOIENI; EISENBERGER, 2018). Esta relagdo entre a resposta inflamatéria e o
comportamento social pode ter proporcionado uma grande vantagem para a
sobrevivéncia. O comportamento de doenga se mostra particularmente importante
pois permite que o individuo, por ora mais suscetivel, ajuste o comportamento para
que sobreviva a este periodo de vulnerabilidade.

Para isso, espécies que vivem em sociedade reduzem a mobilidade, inclusive
para a procura de alimento, com objetivo de poupar energia e também identificar e
evitar experiéncias sociais ameacadoras (EISENBERGER et al., 2009). A hiperalgesia
generalizada tem um carater protetivo ao restringir ainda mais mobilidade. Assim,
posto que a reposta inflamatéria modula o comportamento social, temos que o
comportamento social também é um potente modulador da reposta imune.

Dada a importancia do vinculo social para a sobrevivéncia de diversas
espécies, incluindo a humana (LIEBERWIRTH; WANG, 2014), e que o isolamento
compromete a sobrevivéncia por aumentar o risco de predacao e infecgao, trabalhos
recentes sugerem que o sistema imune responde ao isolamento induzindo genes pro-
inflamatorios e a sintese de citocinas na tentativa de preparar o corpo para esta
situagdo vulneravel (COLE et al.,, 2007). As evidéncias que temos quanto ao
isolamento social e a diminuicdo da movimentacdo espontanea sdo de estudos
realizados com ratos adultos, em que a administragdo sistémica de LPS reduziu o
interesse destes ao serem apresentados a novos ratos (BLUTHE; DANTZER;
KELLEY, 1992).

Pesquisas com animais e humanos mostram que agentes estressores
como separagdo e isolamento (YANG et al.,, 2013), derrota social (WEBER;
GODBOUT; SHERIDAN, 2017) e rejeigao (SLAVICH et al., 2010) ativam a reposta
pro-inflamatéria transitoriamente ou até por um longo periodo (EISENBERGER;
MOIENI, 2020) mostrando a capacidade que o comportamento tem em modular a
resposta inflamatéria.Alguns estudos j& foram conduzidos para entender a base
molecular envolvida nestes sintomas do comportamento de doenga. O pré-tratamento
com inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina reverteu a prostragéo produzida
pelo LPS, enquanto que inibidores da recaptagdo de norepinefrina e dopamina

parecem nao influenciar este comportamento de doenca (DELLAGIOIA et al., 2013;
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HANNESTAD et al., 2011) evidenciando novamente que alterar o comportamento (
como o do tipo depressivo) modula a resposta inflamatdria.

A hiperalgesia é classicamente mais estudada dentre os comportamentos que
sdo resultado da inflamagao, mas atualmente vemos que outros comportamentos séo,
da mesma maneira, importantes na modulagdo desta resposta. Apesar de termos
também na literatura grandes avangos nos estudos de dor, estudos com os outros
comportamentos como anedonia e atividade locomotora sdo escassos.

Por outro lado, a resposta febril, apesar de ndo ser um comportamento e sim
um sinal da sindrome de doenga que acompanha os outros comportamentos, tem
elucidada de maneira mais clara seu mecanismo de agdo e moléculas capazes de
induzi-la.

Deste modo, nos subitens subsequentes iremos sumarizar o conhecimento atual
sobre dois dos fendbmenos mais estudados na sindrome de doenga: a resposta febril

e a hiperalgesia.

1.4 ARESPOSTA FEBRIL

A febre é definida como o aumento controlado da temperatura corporal
considerada normal devido a um reajuste do controle hipotaldmico, por acdo de
mediadores da resposta imune (KLUGER, 1991). Desde a antiguidade se discute a
importancia da febre, gerando grande discusséo sobre seu beneficio no processo de
recuperacdo do organismo (MACKOWIAK, 1998).

O trabalho de Kluger foi um dos primeiros a demonstrar que, durante a infecgao
causada pela injecao de cepas da bactéria Gram negativas Aeromonas hydrophila,
lagartos tendiam a procurar um ambiente mais quente para aumentar sua temperatura
corporal, e que impedir esse comportamento aumentava a mortalidade dos animais
(KLUGER; RINGLER; ANVER, 1975). Este autor também mostrou que a supresséo
farmacoloégica deste comportamento com salicilato reduziu a taxa de sobrevivéncia
(BERNHEIM; KLUGER, 1976). Alteragbes comportamentais com o objetivo de
aumentar a temperatura corporal ja foram descritas em diferentes espécies, incluindo
artrépodes (HASDAY; THOMPSON; SINGH, 2014).
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Como descrita anteriormente, a resposta imune é caracterizada pelo rapido
reconhecimento da PAMP ou DAMP por TLR, que induzem a producgéo de citocinas
pro-inflamatérias, agora nomeadas pirogénios endégenos, que vao alterar o controle
da temperatura no SNC. S&o reconhecidas como pirogénios endogenos as citocinas:
IL-1B, IL-10., fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-6, IL-8 (ou quimiocina CXCLS8), o
fator quimiotatico para neutréfilos induzido por citocinas (CINC ou quimiocina CXCL1),
proteina inflamatéria de macréfago (MIP)-1a (ou quimiocina CCL3) e MIP-15 (ou
quimiocina CCL4), interferon B e v, ligante do receptor-ativador de NF-kB (RANKL) e
fator de agregacgao plaquetaria (PAF) (DANTZER, 2001; DINARELLO; CANNON;
WOLFF, 1988; KLUGER et al., 1995; SOARES et al., 2008, 2009; ZAMPRONIO et al.,
1994)

Esta alteracdo no controle da temperatura se da seja por suas agdes nos
receptores do nervo vago, ou pela agdo nos 6rgdos circunventriculares, uma série de
pequenas areas ao redor do sistema ventricular encefalico que é ricamente
vascularizada e de permeabilidade Unica devido a auséncia da BHE.

As citocinas periféricas induzem a sintese e liberagdo de mediadores centrais
como prostaglandinas (PG) E2 (pela indugéo conjunta de COX:2 e prostaglandina E
sintase 1) (PECCHI et al.,, 2009; ROTH; BLATTEIS, 2014), fator liberador de
corticotrofina (CRF) (ROTHWELL, 1989), opidides enddgenos (FRAGA et al., 2008),
substancia P (SP) (REIS et al., 2011), endotelina-1 (ET-1) (FABRICIO et al., 1998) e
endocanabindides enddgenos (FRAGA et al., 2016) resultando em um reajuste no
ponto de regulagéo da temperatura. Este reajuste promove alteragdo nos disparos dos
neurdnios hipotalamicos que passam a controlar a temperatura corporal a niveis
acima de 36,5-37°C.

Algumas citocinas , entretanto, parecem ser sintetizadas diretamente no SNC
como a|CXCL/8 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 8) , IL-8,CXCL1/CINC-1(Interleucina-
8/cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1) e MIP-1a (macrophage inflammatory
protein-1a) (MINANO et al., 1996; SOARES et al., 2008; ZAMPRONIO et al., 1994).

As PG sao derivadas do acido araquiddénico por acdo da COX e sao certamente
a classe de mediadores centrais mais relevantes para a febre, bem como outros
sintomas do comportamento de doenga (PECCHI et al.,, 2009). Existem duas
isoformas de COX: a COX1 que é constitutivamente ativa em muitos tecidos e a COXz

que ¢ induzida principalmente durante a resposta inflamatéria e febril. A administragéo
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periférica de LPS induz a expressao de COXz no cérebro, em células perivasculares
e endoteliais ao longo de pequenas vénulas (SCHILTZ; SAWCHENKO, 2002). Varias
outras enzimas participam da formagao de prostaglandinas e entre elas a PGE sintase
1 (mPGES+) que forma PGE..

Com a sintese de PG inicia-se também a sintese de moléculas inflamatdrias na
micréglia e astrocitos, que vao sustentar a reposta de febre, e outros efeitos
neurolégicos do comportamento de doenga (D'MELLO et al., 2013).

Embora existam evidéncias da participagdo de outras PG, as participagdes da
PGE: e do receptor EP3 parecem ser essenciais na febre (LAZARUS ET AL. 2007 E
USHIKUBI ET AL. 1998). Este receptor é expresso em grande quantidade no nucleo
pré-6ptico mediando (MnPO), area hipotaldmica fundamental para a resposta febril e
especialmente sensivel a acdo deste mediador (SCAMMELL et al., 1996).

Os neurbnios no MnPO que expressam receptores EP3 s&o gabaérgicos
inibitérios, inibindo ativamente as vias descendentes responsaveis pelo aumento da
temperatura corporal (NAKAMURA et al., 2002) . Estes receptores, particularmente os
a e y EPs, sdo acoplados a proteina Gi e uma vez ativados pela PG desinibem as vias
descendentes.

Estes neurdnios gabaérgicos projetam-se para o hipotdlamo dorso medial e
para rafe bulbar rostral que, quando ativadas (desinibidas), ativam respostas de
produgéo de calor como a ativagéo do tecido adiposo marrom e tremor muscular e de
conservagdo de calor como a vasoconstricdo periférica, que resulta em febre
(NAKAMURA, 2011). O aumento da temperatura é controlado pois receptores de
potencial transitério (TRP) M2 expressos em uma subpopulagdo de neurdnios
hipotalamicos sao ativados com o aumento da temperatura, prevenindo o

superaquecimento (SONG et al., 2016).

1.5 A HIPERALGESIA NA SINDROME DE DOENGCA

A dor, denominada como dor nociceptiva, pode ocorrer através da ativagédo de

receptores presentes em fibras nociceptivas. De acordo com a Associagado

Internacional para o Estudo da Dor (IASP) a dor é “uma experiéncia sensorial e
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emocional desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial ou descrita
em termos de tal dano” (LOESER; TREEDE, 2008).

As fibras nociceptivas tem diferengas anatdémicas que influenciam diretamente
a condugédo do estimulo, podendo ser do tipo C ou Ad. As fibras Ad sado finamente
mielinizadas, com didmetro e condugdo média, enquanto as fibras C sao
amielinizadas, de pequeno didmetro e, portanto, com baixa velocidade de condugéo.

Os receptores presentes nestas fibras nociceptivas sao especializados de tal
forma, que se tornaram sensiveis aos estimulos térmicos, mecéanicos e quimicos.
[Estes receptores ou nociceptores sao definidos pela IASP como receptores sensitivos
de alto limiar do sistema nervoso somotosensorial periférico, capazes de codificar e
transmitir estimulos nociceptivos através da atividade elétrica (LOESER; TREEDE,
2008).

A atividade elétrica é amplificada pela abertura dos canais de sddio, gerando
um potencial de agéo, que se propaga no neurdnio nociceptivo aferente primario até
seu corpo celular no ganglio da raiz dorsal e trigeminal. Os neurbnios nociceptivos
aferentes primarios adentram a medula pelo corno dorsal até as laminas superiores |
e Il do corno dorsal da medula espinhal e liberam neurotransmissores como SP
(HUNT; ROSSI, 1985) e aminoacidos excitatérios (AANONSEN; LEI; WILCOX, 1990)
a fim de ativar neurbnios secundarios. Neste processo pode ocorrer o que a IASP
define como uma “maior responsividade dos neurdnios nociceptivos no SNC a sua
entrada aferente normal” caracterizando a sensibilizagéo central (LOESER; TREEDE,
2008).

A primeira evidéncia de um componente de hipersensibilidade central foi
fornecida em 1983 (WOOLF, 1983). As respostas eletrofisiolégicas de neurdnios
motores a de ratos foram usadas para medir a resposta ao sistema nociceptivo, neste
caso a resposta reflexa do flinching, provocado por estimulos nociceptivos.

Estimulos térmicos nocivos geram uma inflamagéo leve da pata que promove
o aumento duradouro da excitabilidade dos neurbnios motores, aumentando a
sensibilidade. Os neurdnios motores passam a ndo ser mais especificos para
estimulos nociceptivos e podem ser ativados por estimulos como o toque leve e que
ocorre devido a mudangas no SNC.

Apdés a primeira demonstracdo de sensibilizagdo central, alteragdes

virtualmente idénticas foram descritas em diferentes estudos com neurénios nas
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ldminas | e V do corno dorsal da medula (COOK; WOOLF; WALL, 1986) , bem como
no talamo (DOSTROVSKY; GUILBAUD, 1990) e amigdala (NEUGEBAUER,; LI, 2003).

Mais recentemente imagens de encefalografia mostraram, em voluntarios
saudaveis, que outras estruturas cerebrais também estdo implicadas no
processamento central da dor (ntcleo parabraquial da da PAG, cortex pré-frontal) e
que também mostram mudangas compativeis com o aumento da sensibilidade
correspondente a sensibilizagéo central (MAIHOFNER et al., 2010).

A sensibilizacdo central é induzida apds estimulos nociceptivos intensos,
repetidos e sustentados (HSIEH et al., 2018). A lesdo do tecido periférico ndo é
necessaria; no entanto, o nivel de estimulo nociceptivo que produz lesdo do tecido
quase sempre induz sensibilizagcao central.

O glutamato é um neurotransmissor excitatério primario na via da dor que ativa
os receptores NMDA. Esta é uma etapa essencial para iniciar e manter a
sensibilizacdo central e a hipersensibilidade a dor apés lesdo de tecido e nervo . A
ativag&o dos receptores NMDA aumenta a eficacia sinaptica e causa o influxo de Ca?*,
que pode ativar as vias de sinalizagdo intracelular que iniciam e mantém a
sensibilizacédo central (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009; REN et al., 1992)

De forma ascendente, o neurénio de segunda ordem é ativado e transporta a
mensagem nociceptiva para o SNC pela via espinotalamica (ao talamo e cortex
somatossensorial) onde os aspectos sensoriais e discriminativos da dor serdo
processados (KUNER, 2010) e a rota espinoparabraquial (ao coértex insular e
cingulado através da amigdala) contribuindo para o componente emocional de
percepgao da dor (BASBAUM et al., 2009).

Esta transmissdo ascendente também € responsavel pela ativagdo dos
neurdnios no RVM e substancia cinzenta periaquedutal (\PAG)\ que sao estruturas
relacionadas ao mecanismo descendente de controle da dor

O LPS é também usado como modelo de hiperalgesia ja que induz mediadores
inflamatoérios como bradicinina (BK) (FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993), TNF-
a, IL-1B, IL-6 e IL-8 (POOLE et al., 1999) que podem sensibilizar os terminais de
neurdnios nociceptivos periféricos. Alguns destes mediadores como a BK, TNF-a, IL-
1B e IL-6 induzem a expressao de COX-2 e consequentemente de PG, que em ultima
analise, levam ao estabelecimento da hiperalgesia através do aumento dos niveis

intracelulares de adenosina monofostato ciclico (AMPc). A sinalizagdo por AMPc
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desempenha um papel fundamental na sinalizacdo da dor (HURTADO DEL POZO et
al., 2019).

Camundongos deficientes em adenilato ciclase, responsavel para conversao
de ATP em AMPc, estéo protegidos contra a dor inflamatéria (WEI et al., 2002). A
contribuigdo da proteina quinase A (PKA) para dor tem sido também extensivamente
estudada por ser ativada por AMPc (ALEY; LEVINE, 1999; TAIWO; LEVINE, 1991).

Ja a proteina trocadora diretamente ativada por AMPc (Epac1) é uma
descoberta mais recente que participa da sinalizagdo por AMPc (SINGHMAR et al.,
2016). Epac 1 também é requerida para dor inflamatéria.

E importante salientar que a maioria das citocinas envolvidas na dor
inflamatéria, como a IL-1B, a IL-6 e o TNF-a, (VANDERWALL; MILLIGAN, 2019) e as
PG (KAWABATA, 2011), também estao envolvidas na resposta febril, discutida acima.

\Embora] a participagdo destes mediadores sejam conhecidos no sitio
inflamatério, o mesmo néo ocorre em nivel sistémico. Quando o LPS ou alguns destes
mediadores atingem a circulagdo, os individuos experimentam uma hiperalgesia
generalizada e, embora esses mecanismos ndo sejam claros, sua fungdo como
mecanismo protetor, como descrito anteriormente, €& reconhecida. A injegdo
intraperitoneal, portanto sistémica e nao local, de LPS ou de citocinas como IL-13 e
TNF-a também aumenta a sensibilidade nociceptiva em roedores sugerindo que um
processo hiperalgésico sistémico esta ocorrendo (MAIER et al., 1993; WATKINS et
al., 1995). Duncan et al., (2013) demonstraram também que o LPS administrado por
via intraperitoneal poderia induzir concomitantemente hiperalgesia térmica e febre
(DUNCAN et al., 2013).

A administragdo intratecal de LPS (1 ug) em ratos também induziu uma
hiperalgesia que durou aproximadamente 4 h. Concomitantemente houve um
aumento dos niveis de IL-1B e IL-6 na medula espinhal dorsal (LORAM et al., 2011).

Em 2012, Yoon et al. demonstraram que a administragao intraperitoneal de
altas doses de LPS (1 mg/kg) induziu hiperalgesia térmica 6 e 9 h e hiperalgesia
mecanica 6, 9 e 12 h apds a administragdo do estimulo (YOON et al., 2012).
Paralelamente, os autores demonstraram que também ocorreu uma resposta febril
que foi evidente até 24 h apds a administragdo. Os niveis de citocinas IL-1p, IL-6,
TNF-a, MCP-1 e RANTES em ambos, ganglio dorsal e medula espinhal
apresentaram-se aumentados (YOON; PATEL; DOUGHERTY, 2012). Estes dados
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corroboram o envolvimento de citocinas, particularmente aquelas geradas durante a
febre, na hiperalgesia mecanica e térmica ao LPS.

Ja foi também demonstrado também que a injegdo i.c.v. de LPS induziu
hiperalgesia térmica e mecanica na pata traseira de ratos 6 h e 24 h apés a
administragdo (WALKER et al, 1996). Esta resposta foi acompanhada por uma
resposta febril, como era esperado. Todas estas respostas foram abolidas pela
administracdo central de antagonista de receptores B2 de bradicinina HOE140 e pelo
inibidor de COX indometacina (WALKER et al, 1996). Estes dados sugerem que a
hiperalgesia térmica e mecanica observada durante a sindrome de doenga envolve
mecanismos centrais e a participagao de bradicinina e prostaglandinas.

Quando o LPS foi injetado por via endovenosa também se observou uma
hiperalgesia inicial seguida ap6s algumas horas por hipoalgesia (HORI et al., 2000).
Outros estudos demonstraram que, mesmo em doses relativamente baixas, a inje¢cao
intravenosa de LPS promoveu uma diminui¢édo da laténcia ao calor nocivo (ABE et al.,
2001) . De maneira similar, inibidores de COX administrados na PO/HA inibiram esta
resposta sugerindo a participagédo central de PG nesta resposta de maneira similar ao
que ocorre na resposta febril. E interessante observar ainda que a area MnPO do
hipotalamo projeta-se para a PAG que é conhecida por mediar respostas
antinociceptivas (RIZVI et al., 1996; USCHAKOV et al., 2007).

Existem também evidéncias da participagdo de receptores EP3 nesta
hiperalgesia induzida por LPS, embora nido esteja definido que os receptores
envolvidos estejam no SNC. Animais knock-out para receptores EP3 apresentaram
uma hiperalgesia reduzida ap6s a administracdo sistémica de LPS (UENO et al,,
2001). Em adigdo, a injecéo i.c.v. de PGE:2 reduziu a laténcia de retirada da pata e
aumentou a taxa de disparo de neurbnios trigeminais espinais para o pinching nocivo
(HORI et al., 2000). Este efeito de hiperalgesia é replicado pela injegéo i.c.v. de um
agonista de EP3 (HORI et al., 2000) portanto o envolvimento de citocinas e PG na
hiperalgesia induzida pela administragédo periférica de LPS esta relativamente bem
documentado.

Assim, a resposta febril e a hiperalgesia possuem muitos mediadores comuns
e, portanto, ndo é surpresa que estejam presentes em patologias que possuem a
sindrome de doenga como caracteristica, como o caso de infecgdes bacterianas.

Além destes mediadores que tem seu papel relativamente reconhecido, como

descrito acima na resposta febril e na hiperalgesia, um outro mediador que parece
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estar envolvido tanto na febre como em respostas nociceptivas em geral é a ET-1
(FABRICIO et al.,, 1998; HANS; SCHMIDT; STRICHARTZ, 2009). No entanto,
diferentemente dos outros mediadores, seu papel, particularmente nos
comportamentos relacionados a sindrome de doenga (hiperalgesia, anedonia e
hipolocomog¢&o), ndo é conhecido e sera objeto de estudo neste trabalho. Estudos
iniciais da atividade fisiopatoldgica da ET-1 ampliaram o interesse no envolvimento
deste sistema em outras doengas, ndo sé em fungédo da sua capacidade vasoativa,
mas como algogénico, e por sua capacidade de modular a dor. A sintese e liberagcao
de ET-1 se da em diversos tipos celulares e pode ser aumentada ou diminuida por
varios fatores tanto fisiolégicos como patolégicos. O 6xido nitrico (NO) e o peptideo
natriurético atrial, por exemplo, inibem sua produgdo (CARDUCCI; JIMENO, 2006)
enquanto que fatores de crescimento, angiotensina Il, norepinefrina, vasopressina,
bradicinina, o estresse mecanico, o dano tecidual, a hipéxia e as citocinas pro-
inflamatérias induzem a sua sintese (AHN et al.,, 1998; KOPETZ; NELSON;
CARDUCCI, 2002; PIERRE et al., 1997). (RUBANYI; POLOKOFF, 1994). Sabemos
que a ET-1 plasmatica esta aumentada em muitas condigbes patoldgicas nas quais
estes fatores também participam e que tem a dor como um dos sintomas.

Estudos iniciais em animais de experimentacdo demonstraram que
administragdo periférica de ET-1 produziu dor e hiperalgesia em camundongos e
ratos, respectivamente (FERREIRA; ROMITELLI; DE NUCCI, 1989).
Subsequentemente, Raffa e colaboradores corroboraram estes resultados
confirmando que a administragéo sistémica de ET-1 (por via i.p.) induziu nocicepgao
em camundongos, e que esta resposta dependia tanto da ativagéo dos receptores ETa
como de ETs |(RAFFA; SCHUPSKY; JACOBY, 1996)]. A administragao periférica de
ET-1 também produziu dor e hiperalgesia mecanica e térmica em humanos (HANS et
al., 2007).

Estudos subsequentes, entretanto, mostraram que a ET-1 pode exercer
diferentes agbes no local da injecdo, tanto pronociceptivos como antinociceptivos.
Piovezan et al. mostraram que ET-1 produz hiperalgesia mediada por receptores ETa,
e que a ativacdo concomitante de receptores ETs pode limitar essa resposta em
camundongos (PIOVEZAN et al.,, 2000). De maneira similar, Khodorova et al.
mostraram que a ativagao periférica e local dos receptores ETa induziu nocicepgao,
e que a ativagdo do receptor ETs inibiu essa resposta (KHODOROVA et al., 2002).

Em trabalhos posteriores, foi demonstrado que este efeito antinociceptivo foi
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relacionado a ativacdo de receptores ETs nos queratinécitos por produzir uma
subsequente liberagdo de B-endorfina (HUNG et al., 2012).

No entanto, Motta et al. mostraram que em ratos, uma injecao intraplantar de
ET-1 induziu uma resposta nociceptiva seguida de hiperalgesia mecéanica e térmica
de desenvolvimento lento e de longa duragdo (MOTTA et al., 2009). Este estudo
demonstrou ainda que receptores TRPV1 contribuem seletivamente para a
hiperalgesia térmica mas n&o para a nocicepg¢éao induzida por ET-1, e que ambos os
receptores contribuiram para o estabelecimento da hiperalgesia. Em estudos
subsequentes, foi demonstrado em ratos que ambos os receptores participam da
hiperalgesia induzida por ET-1 (MOTTA et al., 2009). Em todos esses estudos, a ET-
1 foi administrada em uma faixa de dose que variava entre 0,3 a 10 pmol. Estes
estudos sugeriram que, pelo menos quando se estd considerando a produgéo
periférica de ET-1, o papel dos receptores ETa esta claramente mais relacionado a
hiperalgesia, enquanto que o receptor ETs parece um papel mais complexo de
modulagdo desta resposta. A participacdo de receptores ETs na indugdo de
hiperalgesia periférica parece ocorrer em algumas condi¢des onde ha um aumento da
sua expressao, como no modelo de ligadura do nervo espinhal ou pela administracao
de LPS em articulagdes previamente sensibilizadas com carragenina (DE-MELO et
al., 1998).

Quanto ao envolvimento da ET-1 produzida no sistema nervoso central, os
estudos de Nikolov et al. mostraram inicialmente que a administragdo i.c.v. de ET-1
em camundongos (0,625-5 pmol) produziu um efeito antinociceptivo no teste da placa
quente (NIKOLOV et al., 1992). Posteriormente, Hasue et al. mostraram que injecdes
de doses mais altas de ET-1 (3-10 pmol, i.c.v.) em camundongos aumentaram o limiar
de retirada da pata no teste da placa quente 30 e 60 min apds a administragéo, e esse
efeito foi bloqueado pela administragdo de BQ123 (HASUE et al., 2004). Esses
autores também demonstraram que o antagonista dos receptores ETs BQ788 induziu
antinocicepgéo e potencializou o efeito antinociceptivo da ET-1. Esses estudos em
conjunto sugeriram que a ET-1 também pode ter agbes antinociceptivas e
pronociceptivas no sistema nervoso central. No entanto, ao contrario do que se
observava perifericamente, a ativagdo do receptor ETa promoveu acgdes
antinociceptivas, uma vez que o aumento do limiar térmico de retirada da pata induzido
por ET-1 foi bloqueado por BQ123, e a ativagao do receptor ETs estaria envolvida em

acgoes pronociceptivas, pois o0 BQ788 aumentou a mesma resposta.
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Essas possibilidades foram apoiadas por um estudo anterior, de D’Amico et al.
1996, que relatou o efeito antinociceptivo da ET-1 quando injetada diretamente na
PAG, uma area reconhecidamente associada a modulagao de respostas nociceptivas
(D’AMICO et al., 1996). Essas agdes opostas podem estar relacionadas as acdes
diferenciais da ET-1 nos seus dois subtipos de receptor mas, primeiramente,
variagdes anatdmicas na expressao dos receptores também devem ser levadas em
consideragao.

Perifericamente, o receptor ETs é expresso principalmente em células
endoteliais (GHONEIM et al., 1993), no musculo liso vascular (SHETTY et al., 1993),
em macroéfagos (SAKURAI-YAMASHITA et al., 1997) e em queratindcitos na derme e
na epiderme (onde as terminacdes periféricas dos nociceptores estdo localizadas)
(HUNG et al., 2012). Por outro lado, o receptor ETa é expresso nas terminacdes
nervosas nociceptivas propriamente ditas, bem como nos axdnios e nos corpos
celulares dos nociceptores localizados no DGR (POMONIS et al., 2001). Em contraste,
no DRG, os receptores ETg sdo encontrados exclusivamente nas células gliais e
células de Schwann que sdo responsaveis pela mielinizagdo das fibras nociceptivas,
mas nao nos nociceptores propriamente ditos. A propor¢gdo ETa/ETs é de 60:40.
Estudos subsequentes de Hung et al. também sugeriram que a superexpresséo de
receptores de ET-1 nos astrécitos (mas ndo nas células endoteliais) reduziu a fase
inflamatéria da nocicepgéo induzida por formalina em camundongos (HUNG et al.,
2012). Os astrocitos séo reguladores chave do sistema imunolégico inato e adaptativo
durante o processo infeccioso, com evidéncias tanto in vivo quanto in vitro (OWENS;
KRIEGSTEIN, 2002). A exposi¢do ao LPS promove neuroinflamacgéo e ativagdo dos
astrécitos, ja descrita em ratos, em areas como hipocampo e cértex pré-frontal
(HUANG et al., 2015). Uma vez ativados os astrécitos passam a expressar altos
niveis de ET-1 e um simultdneo aumento na expressdo de seus receptores,
principalmente receptores ETs (JIANG et al., 1993; KALLAKURI et al., 2010;
KOYAMA; MICHINAGA, 2012). Assim, é possivel que a mudanga na expressao dos
receptores ETs promovida em algumas condi¢des patolégicas, alterem seu papel na
hiperalgesia. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer este ponto.

Deste modo, detalharemos um pouco melhor as caracteristicas do sistema
endotelinérgico no sentido de contribuir com o entendimento das discussdes

posteriores.
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1.6 O SISTEMA ENDOTELINERGICO E OS FENOMENOS DA SINDROME DE
DOENCA

Endotelinas sdo uma familia de peptideos naturalmente presentes no
organismo e reguladas de maneira autécrina devido a fatores fisicoquimicos como
fluxo sanguineo (MALEK; IZUMO, 1992) , estiramento mecénico (MACARTHUR et al.,
1994) ou pH (WESSON; SIMONI; GREEN, 1998), implicando na produgéo de fatores
de crescimento (MATSUURA et al., 1998; PEIFLEY; WINKLES, 1998) e relacionados
a diversos processos fisiolégicos e patolégicos.

Até o momento sdo conhecidos, em humanos, 3 peptidios distintos (ET-1, ET-
2 e ET-3) com 21 aminoacidos cada e que s&o produto de genes distintos, localizados
nos cromossomos 6, 1 e 20, respectivamente (BLOCH et al., 1991). Os genes para os
trés peptides de ET sdo também encontrados em tecidos suinos e bovinos, sugerindo
que estao presentes em mamiferos de maneira geral (SAIDA; MITSUI; ISHIDA, 1989).
A ET-1, especificamente, foi isolada e sequenciada pela primeira vez em 1988, a partir
do sobrenadante de células endotelias da aorta suina, por Yanagisawa e
colaboradores (YANAGISAWA et al, 1988). ET-2 e ET-3 foram isoladas em
consequéncia do isolamento do gene da ET-1 (INOUE et al., 1989).

ET sdo amplamente distribuidas, sendo que a ET-1 é a mais abundante dentre
elas (MASAKI, 1993). Sao sintetizadas e secretadas por diferentes tipos celulares
como macrofagos, leucdcitos (LUSCHER; BARTON, 2000), astrdcitos
(HOSTENBACH et al., 2016), micréglia (SPECIALE et al., 1998) , cardiomiécitos e
células endoteliais (MASAKI, 1993).

A ET-1 é produzida a partir de um pré-peptideo, chamado pré-proendotelina-1,
o precursor protéico grande de 200 aminoacidos que uma vez clivado produz a big-
endotelina-1 que é a forma circulante, porém nao funcional (RUBANY|; POLOKOFF,
1994). A conversao na forma biologicamente ativa é enzimatica. Assim, a etapa passo
limitante para a sintese da ET-1 é a ag&o das enzimas conversoras de entotelina
(ECE) (HUNTER; TURNER, 2006), que permite sua agdo biolégica. A ET-1 é
rapidamente degradada por proteases extracelulares e o seu tempo de meia vida
plasmatica é de 7 minutos (RUBIN; LEVIN, 1994).

A ET-1 age via dois receptores que sdo codificados por dois genes distintos,
localizados nos cromossomos 4 e 13 (SAKURAI; YANAGISAWA; MASAKI, 1992) e
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bastante homélogos, principalmente na porgao transmebrana. Os dominios 2 e 5, em
particular, parecem ser essenciais para especificidade do receptor (BOIVIN et al.,
2004). A sequéncia de aminoacidos destes receptores difere entre humanos e outras
espécies, com uma diferenca de 9% na sequéncia do ETa e de 12% do ETs humano,
quando comparado com os de ratos (DAVIE et al., 2002).

Estes receptores apresentam diferente seletividade ao ligante. A ET-1 e a ET-
2 tem maior afinidade pelo receptor ETa do que a ET-3, enquanto que os trés ligantes
tem afinidade semelhante pelo receptor ETs (SAKURAI; YANAGISAWA; MASAKI,
1992)

Os receptores ETa e ETs compartiiham a mesma via Gg11 de sinalizagéo
(HOUDE; DESBIENS; D'ORLEANS-JUSTE, 2016) (FIG 2). Assim, a agéo da ET
nestes receptores promove a ativagdo da fosfolipase C, que age na molécula
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) que gera inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol. O
IP3 vai ent&o se ligar ao seu receptor no reticulo endoplasmatico liberando Ca?* no
citosol (HOUDE; DESBIENS; D’ORLEANS-JUSTE, 2016). Os receptores ETs podem

ainda estar associados a Gs e Gi, que promovem ativagdo ou inibicdo da adenilato

ciclase, respectivamente, alterando assim os niveis de AMPc (DAVENPORT et |a|
2002).
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FIG 2 ESQUEMA SIMPLIFICADO DA SINTESE E ACAO DA ET-1 NOS
RECEPTORES ETa E ETs: A ET-1 sintetizada por agcao das enzimas conversoras de
ET agira nos receptores acoplados a proteina G, ativando a fosfolipase C (PLC) que
processa fosfatidilinositol-4-5-bifosfato(PI2P) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3 age no seu receptor presente no reticulo endoplasmatico (SR) liberando
calcio (Ca?*) no citosol. Calmudolina (CaM), Quinase miosina de cadeia leve (MLCK),
proteina quinase (PK) ( FONTE: adaptado de KRUGER 2020).

Esta é a via classica de de sinalizagdo da ET-1. Sabemos entretanto que a
ativacdo do receptor ETa nas células de midcitos ventriculares e células intersticiais
da medula renal gera a sintese de DAG pela desfosforilagdo do acido fosfatidico
(CLERK; SUGDEN, 1997; FRIEDLAENDER et al., 1993). Nas células tumorais,
estimula tirosina quinase resultando da inducédo da via MAPK/ERK (NELSON et al.,
2003).

Quanto ao receptor ETs ja foi demonstrado que ativa a via PI3-K/Akt (KHIMJI;
ROCKEY, 2010). Os dois subtipos de receptores sdo desensibilizados rapidamente,
em aproximadamente 4 minutos (FREEDMAN et al., 1997). A ET-1 e seus receptores
sao encontrados ao longo de toda a via de sinalizagao da dor (FIG 3).



FIG 3: ET-1 E SEUS RECEPTORES SAO ENCONTRADOS AO LONGO DA VIA DE
SINALIZACAO DA DOR: A ET e seus recepotores sdo encontrados no hipocampo,

amigdala, hipotalamo, nucleos da rafe, locus ceruleus, medula e diversos tipos

celulares. (FONTE: adapatado de SMITH et al., 2014)
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Em 1998, Fabricio e colaboradores demonstraram que, além da injegao i.c.v.
de ET-1 induzir febre, a resposta febril induzida por LPS poderia ser bloqueada pelo
antagonista de receptores ETs BQ788 mas ndo pelo antagonista de receptores ETa
BQ123, sugerindo que a ET-1 participaria da resposta febril induzida por endotoxina
somente através da ativagcéo de receptores ETs. Outros estudos posteriores também
evidenciaram a atividade pirogénica da ET-1 (BRITO et al., 2020, 2016; SOARES et
al., 2009). No entanto, embora a ET-1 participe da febre induzida por LPS (FABRICIO
et al.,, 1998) demonstramos anteriormente que este mediador ndo participa da
resposta febril induzida pelo acido poliinosinico: policitidilico (Poli 1:C) em ratos
(BASTOS-PEREIRA et al., 2015). Mais recentemente, estudos realizados em nosso
laboratério, demonstraram que este peptideo também esta envolvido na resposta
febril induzida por LPS em ratas através de receptores ETs, mas ndo em ratas
ovariectomizadas sugerindo que o sistema endotelinérgico poderia estar sob forte
controle dos hormdnios sexuais femininos (COELHO et al., 2020).

No entanto, em estudos recentes em nosso laboratério observamos que a
resposta febril observada durante a sepse no modelo de ligadura e pungéo do ceco,
é acompanhada pela ativagado de um importante mecanismo de conservagao de calor
que é a vasoconstricdo cutdnea (LEITE-AVALCA et al., 2016). Esta vasoconstricao
cutanea foi bloqueada pelo tratamento dos animais com o antagonista de receptores
ETa BQ123 administrado diretamente no sistema nervoso central (LEITE-AVALCA,
2018). Estes dados sugeriram que, além dos receptores ETs, os receptores ETa
também poderiam estar envolvidos na resposta febril induzida por LPS

Embora a ET-1 esteja envolvida na resposta febril, que € um componente
importante na sindrome de doenca, e o sistema endotelinérgico esteja presente nas
vias de sinalizagao de dor, como mostrado na figura 3, ndo encontramos estudos que
avaliem o papel deste mediador na hiperalgesia e em outros comportamentos
relacionados especificamente na sindrome da doenga. De maneira geral, isto é
bastante surpreendente uma vez que perifericamente ja estad bem estabelecida a
participagao da ET-1 nos processos de dor inflamatéria (FERREIRA; ROMITELLI; DE
NUCCI, 1989; HANS et al., 2007; RAFFA; JACOBY, 1991); (RAFFA; SCHUPSKY;
JACOBY, 1996).

Diante destes dados, a hipétese deste trabalho é avaliar o papel da ET-1 central

em doses pirogénicas na hiperalgesia, hipolocomog¢do e anedonia, bem como

investigar sua participagéo via receptor ETa na febre endotoxémica.
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2 OBJETIVOS

Durante a sindrome de doenga, a resposta febril ocorre concomitante a outros
comportamentos caracteristicos como hiperalgesia, hipolomocomoc¢ao e anedonia.
Como a injegdo central de ET-1 causa febre, o presente estudo investigou se doses
pirogénicas de ET-1 administradas no SNC também poderiam induzir hiperalgesia,
quais os receptores envolvidos e o possivel envolvimento das PG nessa resposta.
Adicionalmente, objetivamos investigar se a ET-1 produzida no SNC, também
participa da hiperalgesia, anedonia e hipolocomogao que sao observadas durante a
sindrome de doenca induzida por endotoxina bacteriana em ratos. Como alguns
estudos sugeriram que a hiperalgesia induzida por LPS envolve a produgéo de
prostaglandinas no hipotadlamo, avaliamos o envolvimento da acdo das endotelinas
nesta estrutura para o desenvolvimento de hiperalgesia. Por fim, reavaliamos o papel

dos receptores ETa na febre induzida por endotoxina bacteriana.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar uma curva dose-resposta para os efeitos da ET-1 administrada i.c.v
na hiperalgesia mecéanica e térmica.

2. Avaliar o efeito da administragcdo i.c.v. dos antagonistas de receptores ETa
(BQ123) ou ETs (BQ788) na hiperalgesia mecanica e térmica induzida pela
administragéo i.c.v de ET-1.

3. Avaliar o efeito dos antagonistas ETA (BQ123) e ETs (BQ788) no limiar
mecanico e térmico basal.

4. Avaliar o envolvimento das prostaglandinas na hiperalgesia mecéanica e térmica
induzida pela administragdo i.c.v de ET-1.

5. Avaliar o efeito da administragdo i.c.v. dos antagonistas de receptores ETa
(BQ123) ou ETs (BQ788) na hiperalgesia mecanica e térmica induzida pela

administragéo i.p. de LPS.
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6. Avaliar o efeito dos antagonistas de receptores ETa (BQ123) ou ETs (BQ788)
administrados diretamente no hipotalamo na hiperalgesia mecénica induzida
pela administragdo i.p. de LPS.Avaliar o efeito da administragéo i.c.v. dos
antagonistas de receptores ETa (BQ123) ou ETs (BQ788) no consumo de
sacarose e na redugdo da movimentagdo espontanea induzida pela
administragéo i.p. de LPS.

7. Avaliar o efeito do pré-tratamento com BQ123 sobre a resposta febril induzida
por diferentes doses de LPS i.p..

8. Avaliar o efeito do pds-tratamento com BQ123 sobre a resposta febril induzida

por baixa e alta dose de LPS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com pelo menos 60 dias de idade pesando
entre 180 e 200 g. Os animais foram mantidos em salas com ciclo claro/escuro de 12
h (luzes acesas as 7h da manha) e temperatura controlada (21+1°C) com livre acesso
a agua e racdo comercial. Todos os protocolos foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana, certificado 1024 e medidas foram tomadas para

reduzir tanto o sofrimento quanto o nimero de animais. |

3.2 ESTERELIZAGAO

Os materiais utilizados nos experimentos foram autoclavados a 127°C por 30
min, esterilizados em calor seco a 200°C por 2 h, ou adquiridos estéreis. As solucdes
e diluigdes das drogas foram preparadas em condi¢des assépticas em capela de fluxo

laminar.

3.3 DROGAS

ET-1, LPS de E. coli 0111: B4 e indometacina foram adquiridos da Sigma
Chemicals (Sdo Paulo, SP, Brasil). O antagonista seletivo do receptor ETa BQ123
(ciclo-Asp-Pro-Val-Leu-Trp, peso molecular: 632,68, pureza = 99%) ou o antagonista
seletivo do receptor ETs BQ788 [(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-triptofano] -D-norleucina], peso molecular: 663,78,
pureza = 95%] também foram adquiridos na Sigma Chemicals (Sdo Paulo, SP, Brasil)

(ALEXANDER et al., 2019) .Cetamina, xilazina e cloridrato de oxitetraciclina foram

{ Comentado [AZ14]: Acho que teve outro para a febre
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adquiridos da Syntec do Brasil Ltda (Santana da Parnaiba, SP, Brasil), o cetoprofeno
dos laboratérios da Eurofarma (Sdo Paulo, SP, Brasil), Halotano do laboratério
Cristalia (Sdo Paulo, SP, Brasil). A indometacina foi diluida em tamp&o Tris, pH 8,4 e

todos os demais em cloreto de sédio 0,9% estéril.

3.4 IMPLANTE DE CANULA NO VENTRICULO LATERAL E NO HIPOTALAMO

Os animais foram anestesiados com 90 mg/kg de cetamina e 10 mg/kg de
xilazina intraperitonealmente (i.p.). Uma canula guia de ago inoxidavel (14 mm de
comprimento, 0,8 mm de didmetro externo) foi implantada para as injegdes i.c.v. ou
com 0,55 mm de didmetro externo para as inje¢des intra-hipotalamo usando um
dispositivo estereotaxico no ventriculo lateral (1,6 mm lateral a linha média, 1,5 mm
posterior ao bregma e 2,5 mm abaixo da superficie do cranio) ou no hipotalamo
anterior (0,6 mm lateral a linha média, 7,7 mm anterior a linha interaural e 6,5 mm
abaixo da superficie do cranio) (PAXINOS; WATSON; EMSON, 1998) pelo menos 1
semana antes de qualquer procedimento. A canula foi fixada ao cranio com dois
parafusos de aco inoxidavel e cimento acrilico odontolégico. No dia da cirurgia, os
animais receberam cetoprofeno (20 mg/kg, i.p.) e cloridrato de oxitetraciclina (400 mg
/ kg, por via intramuscular).

Os estimulos e tratamentos foram administrados assepticamente por meio de
uma agulha de calibre 30G conectada por um tubo de polietileno-10, em um volume
de 2 pl para a injecéo i.c.v. e 0,5 pl para intra-hipotaldamica. Uma bomba eletrénica
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA) controlava o fluxo das injegdes no
hipotalamo. Apds o experimento, cada rato foi injetado com azul de Evans (2,5% em
solucgéo salina) no ventriculo lateral (2 pl) ou no hipotalamo (0,5 pl) c. Para o ventriculo
lateral, os cérebros foram removidos e o local do corante foi verificado
macroscopicamente. Para as injegbes intra-hipotalamo, os animais foram
anestesiados com halotano, perfundidos transcardiacamente com solugdo salina
0,9% seguido de paraformaldeido 4%. Os cérebros foram entdo removidos e mantidos
no paraformaldeido 4% por 6 horas, seguido de glicose a 30% por uma noite. Os
cérebros foram entdo cortados em 40 um e a posigdo da canula foi verificada em

microscopia de luz. Os animais que apresentaram deslocamento da canula, bloqueio



42

na injecado ou padrdes anormais de ganho/perda de peso corporal apds a cirurgia

foram excluidos do estudo.

3.5 AVALIACAO DA HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA

A avaliagdo da hiperalgesia mecéanica e térmica foi feita durante o ciclo claro,
entre 8h e 16h, em experimentos separados. A hiperalgesia mecéanica foi avaliada por
meio do aparelho eletrénico de von Frey (Insight, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (DE
OLIVEIRA et al.,, 2017). Os animais foram colocados individualmente em uma
plataforma de tela de arame, 1 h antes do experimento. Apos este periodo, uma forga
linear crescente foi aplicada a pata traseira até que a resposta de retirada da pata
fosse observada. O limiar mecanico (em gramas) foi calculado como o valor médio de
trés respostas de retirada semelhantes antes e em tempos especificos apos a
administragéo de LPS i.p. ou a administragéo i.c.v de ET-1.

A hiperalgesia térmica foi avaliada em um aparelho de placa quente (Bonther,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil) a uma temperatura constante de 48°C (CAHILL; DRAY;
CODERRE, 1998). A laténcia de retirada da pata (em segundos) foi determinada antes
de qualquer tratamentol e foram considerados comportamentos nociceptivos lamber,
chacoalhar ou retirar a pata. %penas animais com basal acima de 35 segundos foram
usados\ e o tempo de corte foi de 50 segundos para evitar dano tecidual da pata dos
animais. A laténcia foi avaliada em tempos especificos apds a administragao de LPS
i.p ou a administragdo i.c.v de ET-1. Para avaliar os efeitos dos antagonistas do
receptor ETa e ETs nos limiares basais, os animais receberam o antagonista do
receptor ETA BQ123 (3 pmol, i.c.v.) ou o antagonista do receptor ETB BQ788 (3 pmol,
i.c.v.) ou veiculo.

Apbs determinar o limiar mecanico e a laténcia térmica basais, foram injetadas
lentamente as doses de 0,1, 0,3 ou 1 pmol de ET-1 ou veiculo (solugéo salina) por via
i.c.v. em um volume de 2 pl. O limiar mecanico e a laténcia térmica foram avaliados a
cada hora até 5 h ap6s a administracao.

Para avaliar a participagdo dos antagonistas na resposta ao tratamento com ET-1, os
animais receberam o BQ123 (3 pmol, i.c.v.) ou 0 BQ788 (3 pmol, i.c.v.) e, 30 minutos

depois, eles receberam ET-1 (0,3 pmol, i.c.v.) ou LPS (50 pg/kg, i.p.). Para avaliar a
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participagao das prostaglandinas na hiperalgesia mecéanica e térmica induzida por ET-
1, os animais foram tratados com indometacina (2 mg/kg, i.p.) ou veiculo (tampao Tris,
pH 8,4). Ap6s 30 min, eles receberam ET-1 (0,3 pmol i.c.v.).

A dose de LPS foi baseada em estudos anteriores nos quais eles induziram
uma resposta febril e hiperalgesia (Telles et al., 2017; de Oliveira et al., 2017). A dose
de BQ788 utilizada foi capaz de reduzir a resposta febril (Fabricio et al. 1998), e o
BQ123 foi usado em uma dose equimolar.

Para avaliar se, de maneira similar as PG, a ET-1 estaria atuando no
hipotalamo para produzir hiperalgesia, os animais receberam injecao intra-
hipotaldmica de BQ123 ou de BQ788 (0,3 pmol/0,5 pl) ou 0 mesmo volume de solugéo
salina e apds 30 min eles receberam LPS (50 pg/kg, ip). Neste experimento foi

avaliada somente a hiperalgesia mecanica, a cada hora por 5 h.

3.6 AVALIACAO DA RESPOSTA FEBRIL

Quando os animais foram destinados aos experimentos de febre,
concomitantemente ao implante das canulas i.c.v. e sob a mesma anestesia com
cetamina/xilazina (90/10 mg/kg, i.p.), foram implantados transmissores remotos para
medida de temperatura corporal (Subcue Dataloggers, Calgary, Canada). Para isso,
apos laparotomia de aproximadamente 2 cm na linha mediana, transmissores
previamente programados foram implantados na cavidade peritoneal e a cavidade
suturada em condigbes assépticas conforme descrito anteriormente (FRAGA et al.,
2008). Seis dias apos os procedimentos cirurgicos, os animais foram aclimatados a
temperatura ambiente de 28°C (termoneutralidade para ratos) (GORDON, 1990). Os
animais foram mantidos nesta temperatura até o final do experimento que ocorreu no
dia seguinte. Os registradores remotos foram programados para iniciar a medida da
temperatura corporal dos animais as 7 h da manh3 e estas foram feitas a cada 15 min.
Nas duas primeiras horas do dia experimento (da 7 as 9 h da manha) foi registrada a
temperatura basal dos animais. Entre 9 e 11 h da manh3, os animais receberam LPS

(10 pg/kg ou 200 ug/kg, i.p.). Dois protocolos distintos de tratamento com o
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antagonista de receptor ETa, BQ123 (3 pmol, i.c.v., 2 pl) foram feitos: o pré-tratamento,
onde o antagonista foi administrado 30 min antes da administragdo do LPS ou o pos-
tratamento, onde o antagonista foi administrado 2 h apés a administragdo do LPS.
Animais controle receberam somente salina. A temperatura corporal dos animais foi

avaliada pelos registadores implantados no periténio por mais 6 h.

3.7 MOVIMETAGAO ESPONTANEA

Este teste tem o objetivo de avaliar outro importante comportamento associado
a sindrome de doenga, que é a diminuicdo da movientagdo. A movimentagao
espontanea foi avaliada nos mesmos animais utilizados para o teste de hiperalgesia
mecanica na sexta hora apdés o tratamento com LPS (50 pg/kg, ip). O aparato de
campo aberto consistiu em uma arena de madeira quadrada lavavel e subdividida em
quadrantes. Cada rato foi individualmente colocado no centro do aparato e a
movimentagao espontanea foi avaliada por um periodo de 5 min, medida pelo nimero
de cruzamentos dos quadrantes (BERTON et al., 1997). O aparato sera limpo com
etanol 5% em agua antes da introducdo de um novo animal para evitar possiveis

efeitos de pistas de odor deixadas pelo animal anterior.

3.8 TESTE DA PREFERENCIA PELA SACAROSE

Este experimento avaliou o efeito dos antagonistas dos receptores ETA e ETB
na preferéncia por sacarose usando o two-bottle choice paradigm [(SOUZA et al.,
2018). Os animais foram transferidos para gaiolas individuais e apresentados a duas
garrafas previamente pesadas, uma com solug¢éo de sacarose (5%, p / v) e outra com
agua para ambientacdo dos ratos a ambas as garrafas. Os animais n&o foram privados
de alimento durante o teste. A posigao das garrafas na gaiola variava diariamente para
evitar preferéncia.

No dia do experimento, entre 9 e 11 h, os ratos receberam BQ123 ou BQ788

(3 pmol, i.c.v.) seguido por LPS (50 pg/kg, i.p.) 30 min depois. O consumo foi
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registrado por 12 h durante o ciclo escuro dos animais pesando-se as garrafas, e a
soma do consumo de agua e sacarose foi definida como a ingestéo total. O consumo

de sacarose (%) foi determinado pela equagao:

% preferéncia = (consumo de sacarose x 100) / consumo total.

Este teste foi realizado apenas com animais que foram tratados com LPS
porque mostramos anteriormente que a hiperalgesia induzida por LPS dura até 24
horas ap6s a administragdo (DE OLIVEIRA et al., 2017).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de hiperalgesia e febre foram analisados por meio de analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, com tempo e tratamento como fatores. Para os
outros testes, foi usada ANOVA de uma via. Todos os resultados foram expressos
como a média * erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre os grupos foram
determinadas em ambos os casos usando o teste post hoc de Bonferroni. Valores de
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O programa GraphPad

Prism, versédo 7 (San Diego, CA, E.U.A.) foi usado em todas as analises.
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4 RESULTADOS

4.1 ET-1 INDUZ HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA EM RATOS

A injegéo i.c.v. de veiculo ndo alterou os limiares nociceptivos basais dos
animais. A injecdo i.c.v. de ET-1 induziu hiperalgesia mecénica e térmica nos ratos
(Fig. 4). Na dose mais baixa (0,1 pmol), a ET-1 induziu apenas hiperalgesia térmica
(Fig. 4B). A administracédo de 0,3 e 1 pmol de ET-1 induziu hiperalgesia mecénica e
térmica significativa, que comecou 1 h apds a injecéo e durou pelo menos 3 h (Fig. 4
A e B, respectivamente). A ANOVA de medidas repetidas de duas vias mostrou
interacado significativa de tempo vs tratamento para hiperalgesia mecanica (F1s,222 =
3,876, p <0,001) e hiperalgesia térmica (F1585= 3,272, p = 0,003). Ambas as doses de
0,3 e 1 pmol de ET-1 induziram hiperalgesia mecéanica e térmica; assim, a dose mais
baixa foi escolhida para os experimentos subsequentes.

Esta dose escolhida (0,3 pmol) na Fig.4 foi comparada a resposta observada
nos experimentos subsequentes. A ANOVA de duas vias de medidas repetidas
mostrou efeitos significativos para o tempo (F3,17, 72,8 = 32,36, p <0,001), mas n&o para
o experimento (Fz23 = 0,96, p = 0,3964). Portanto, ndo houve interagdo significativa
(F10,115= 1,37, p <0,2018). Assim, ndo houve diferengas significativas nas respostas

observadas para a inje¢éo i.c.v. de ET-1 entre os diferentes experimentos.
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FIG 4 ET-1 INDUZ HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA EM RATOS. A ET-1
(0,1, 0,3 e 1 pmol) ou o veiculo (VEH) foi injetado i.c.v. em ratos. O limiar mecénico
(A) e a laténcia de retirada da pata (B) foram avaliados nos momentos indicados. Os
resultados sdo expressos como a média + EPM do limiar mecanico (g) ou da laténcia
de retirada da pata (s). n=6-12 * p <0,05, diferenga significativa em relagdo ao grupo
VEH.
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4.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM BQ123 OU COM BQ788 NA HIPERALGESIA
MECANICA E TERMICA INDUZIDA PELA ET-1.

A administragdo i.c.v. de BQ123 reduziu significativamente a hiperalgesia
mecanica induzida por ET-1 (interagdo tempo vs tratamento, F10,90 = 7,208, p <0,0001;
Fig. 5A) e hiperalgesia térmica (interagdo tempo vs tratamento, F1o85 = 5,472, p <
0,0001; Fig. 5B). Por outro lado, o tratamento com BQ788 aumentou
significativamente a hiperalgesia mecanica induzida por ET-1 (interagdo tempo vs
tratamento, F10,120 = 8,16, p <0,0001; Fig. 5C) e hiperalgesia térmica (interagdo tempo
vs tratamento, F1o0,135 = 6,669, p <0,0001; Fig. 5D).
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FIG 5 EFEITO DO BQ123 E DO BQ788 NA HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA
INDUZIDA PELA ET-1. Os ratos foram tratados com BQ123 (3 pmol/2 yl, icv) ou
BQ788 (3 pmol/2 pl, i.c.v.) ou veiculo (VEH; 2 ul de solugéo salina estéril, i.c.v.) e apds
30 min receberam ET-1 (0,3 pmol /2 pl, i.c.v.) ou veiculo (VEH, 2 pl de solugéo salina
estéril, i.c.v). O limiar mecanico (A, C) e laténcia de retirada da pata (B, D) foram
avaliados nos momentos indicados. Os resultados séo expressos como a média £
EPM do limiar mecanico (g) ou da laténcia de retirada da pata (s). n = 6-10. * p <0,05,
diferenca significativa com o grupo VEH/VEH; # p <0,05, diferencga significativa com o
grupo VEH/ET-1.
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4.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM BQ123 OU COM BQ788 NO LIMIAR
MECANICO E NO TEMPO DE LATENCIA TERMICO BASAL.

A administracgao i.c.v. de BQ123 OU DE BQ788 nao alterou o limiar mecéanico
(A) ou o tempo de laténcia na placa aquecida (B) quando comparados com animais
tratados somente com salina estéril (FIG 6).
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FIG 6 EFEITO DO TRATAMENTO COM BQ123 OU COM BQ788 NO LIMIAR
MECANICO E NO TEMPO DE LATENCIA TERMICO EM RATOS. Os ratos foram
tratados com BQ123 (3 pmol/2 pl, icv) ou BQ788 (3 pmol/2 pl, i.c.v.) ou veiculo
(VEH; 2 pl de solugédo salina estéril, i.c.v.) O limiar mecanico (A) e laténcia de
retirada da pata (B) foram avaliados nos momentos indicados. Os resultados s&o
expressos como a média + EPM do limiar mecanico (g) ou da laténcia de retirada da

pata (s). n=4-6
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4.4 EFEITO DA INDOMETACINA NA HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA
INDUZIDA PELA ET-1.

O pré-tratamento com o inibidor da COX indometacina ndo alterou nem a
hiperalgesia mecanica nem a térmica induzida por ET-1 (Fig. 7 A e B,
respectivamente). A ANOVA de duas vias mostrou interagdes tempo vs tratamento
significativas para hiperalgesia mecéanica (F10,70 = 11,93, p <0,0001) e hiperalgesia
térmica (F10,75= 6,51, p <0,0001).
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FIG 7 EFEITO DA INDOMETACINA NA HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA
INDUZIDA PELA ET-1 Os ratos foram tratados com indometacina (INDO; 2 mg/kg,
i.p.) ou veiculo (VEH, i.p.) e apés 30 min receberam ET-1 (0,3 pmol/2 pl, i.c.v.) ou
veiculo (VEH; solugéo salina estéril, i.c.v.). O limiar mecanico (A) e a laténcia de
retirada da pata (B) foram avaliados nos tempos indicados. Os resultados sao
expressos como a média + EPM do limiar mecéanico (em gramas) ou da laténcia de
retirada da pata (em segundos). n = 6. *p < 0,05, diferenca significativa em relagédo ao
grupo VEH/VEH.
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4.5 EFEITO DO BQ123 E DO BQ788 NA HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA
INDUZIDA PELO LPS.

A injegdo i.p. de LPS induziu hiperalgesia mecanica (Fig. 8A e 8C) e
hiperalgesia térmica (Fig. 8B e 8D) durante pelo menos 6 h apds administragdo. A
administracdo i.c.v. do antagonista do receptor ETa BQ123 aboliu a hiperalgesia
mecanica induzida por LPS (interagdo tratamento vs tempo, F12.186=6.304, p < 0.0001;
Fig. 8 A) e reduziu a hiperalgesia térmica (interagdo tratamento vs tempo, Fs.136 =
8.092, p < 0.0001; Fig. 8B) somente na 32 hora apds a administragdo de LPS. Do
mesmo modo, o tratamento com o antagonista do receptor de ETs BQ788 aboliu a
hiperalgesia mecanica induzida pelo LPS (interacdo tratamento vs tempo, F1s,198 =
3,238, p < 0,0001; Fig. 8C) e reduziu a hiperalgesia térmica (interagédo tratamento vs
tempo, Fs136 = 8,631, p < 0,0001; Fig. 8D) somente na 32 hora apds a administragao
do LPS.

Comentado [AZ24]: Nos gréficos B e D, é BQ123/LPS e
BQ788/LPS. Aumente um pouco o tamanho dos *. Vc ndo
falou que media a hiperalgesia mecanica até a 5 h porque
depois fazia a movimentagdo espontanea?

Mudar para laténcia da retirada da pata.

Os simbolos nas legendas do grafico A ndo tem a linha
passando pelo meio do simbolo enquanto que nos outros
graficos isso acontece.
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FIG 8 EFEITO DO BQ123 E DO BQ788 NA HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA
INDUZIDA PELO LPS. Os ratos foram tratados com BQ123 (3 pmol / 2 pl, i.c.v.),
BQ788 (3 pmol / 2 yl, i.c.v.) ou veiculo (VEH; icv) e apés 30 min receberam LPS (50
pg/kg, i.p.) ou veiculo (VEH, i.p.). O limiar mecanico (A, C) e a laténcia de retirada da
pata (B, D) foram avaliados nos tempos indicados. Os resultados s&o expressos como
a média £ EPM do limiar mecanico (g) ou da laténcia de retirada da pata (s). n = 5-8.
* p <0,05, diferenga significativa em relagdo ao grupo VEH/VEH; # p <0,05, diferenca
significativa com o grupo VEH/LPS.
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4.6 EFEITO DA INJEGAO INTRAHIPOTALAMICA DO BQ123 E DO BQ788 NA
HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA PELO LPS.

A administragdo de LPS induziu hiperalgesia mecanica nos ratos. A
administragao intrahipotalamica de BQ123 aboliu a hiperalgesia mecanica induzida
por LPS (interagéo tratamento vs tempo, F1o0,90 = 7,725, p <0,0001; Fig. 9 A) em todos
os pontos de tempo avaliados. Em contraste, LPS induziu uma hiperalgesia
significativa, mas o tratamento com BQ788 ndo afetou a hiperalgesia mecéanica

induzida por LPS (interagdo tratamento vs tempo, F10,85 = 5,667, p = 0,0001; Fig. 9 B).

Comentado [AZ25]: nos quadrados é BQ123 /LPS e
BQ788/LPS. A linha cruza o simbolos das legendas mas nao o
simbolo do gréfico. e é Latencia ao invés de limiar térmico.
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FIG 9 EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRA-HIPOTALAMICA DE BQ123 OU BQ788
NA HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA POR LPS em ratos. Os ratos foram

tratados com BQ123 (0,3 pmol / 0,5 ul) (A), BQ788 (0,3 pmol / 0,5 ul) (B) ou veiculo | Comentado [AZ26]: nao era 0,5 ul?

(VEH) diretamente no hipotadlamo e apés 30 min receberam LPS (50 pg/kg, i.p.) ou [Comentado [AZ27]: 0,5 ul?

veiculo (VEH, i.p.). Os resultados sdo expressos como a média + EPM do limiar
mecanico (g) ou da laténcia de retirada da pata (s). n = 6-10. * p <0,05, diferenga
significativa com o grupo VEH/VEH. # p <0,05, diferenga significativa com o grupo
VEH/LPS.
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4.7 EFEITO DO BQ123 E DO BQ788 NO TESTE DE PRERENCIA PELA
SACAROSE E MOVIMENTACAO ESPONTANEA

A administracdo de LPS reduziu a preferéncia dos animais por sacarose, e 0o
tratamento com BQ788 aboliu essa resposta (Fs.4s = 7,944, p = 0,0002; Fig. 10A). O
LPS também diminuiu os movimentos espontaneos no campo aberto, e esta resposta
foi revertida por BQ123 e BQ788 (F3,35 = 3,452, p = 0,0268; Fig. 10B).
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FIG 10 EFEITOS DO BQ123 E BQ788 NA PREFERENCIA DE SACAROSE E
ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA. Os ratos foram tratados com BQ123 (3
pmol/2 pl), BQ788 (3 pmol/2 pl) ou veiculo (VEH) por via i.c.v e apds 30 min receberam

LPS (50 pg/kg, i.p.) ou veiculo (VEH, i.p.). Os resultados s&o expressos como a média

+ EPM do limiar mecénico (em gramas) ou da laténcia de retirada da pata (em

segundos). n = 8-18. * p <0,05, diferenca significativa em relagdo ao grupo VEH/VEH,;

# p <0,05, diferenca significativa em relagdo ao grupo VEH/LPS.
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4.8 EFEITO DO TRATAMENTO COM BQ123 NA FEBRE INDUZIDA POR BAIXA
DOSE LPS.

A injecdo de veiculo ndo provocou alteragdes significativas na temperatura
corporal dos animais. A administracdo de LPS na dose de 10 pg/kg induziu uma
resposta febril que iniciou-se imediatamente apds a injecdo e manteve-se
significativamente maior que o veiculo até por volta de 3-42 hora (FIG 11). O pré-
tratamento com o BQ123 ndo modificou significativamente a resposta (Fe4,288 = 1,47,
p =0,018, FIG 11A). De maneira similar, o pds-tratamento com o BQ123 também nZo
modificou a resposta febril induzida por esta dose de LPS (Fe4,1088= 3,41, p< 0,001,
FIG 11B).
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FIG 11 EFEITO DO TRATAMENTO COM BQ123 NA FEBRE INDUZIDA POR BAIXA

DOSE DE LPS|. Os animais foram tratados com BQ123 (3 pmol/2 pl, i.c.v.) 30 min

Comentado [AZ28]: Esta parte da tese s6 vou corrigir
quando tiver os resultados.

antes (A) ou 2 h ap6s (B) a administracdo de LPS (10 pg/kg, i.p.) ou veiculo (VEH,
i.p.). As setas cinzas indicam o momento da injecdo de LPS e as setas pretas o
tratamento com BQ123. Os resultados sdo expressos como a média + EPM da
temperatura corporal (em °C) n = 5 em A e 11-14 em B. * p <0,05, diferenca

significativa com o grupo VEH.
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4.9 EFEITO DO TRATAMENTO COM BQ123 NA FEBRE INDUZIDA POR ALTA
DOSE LPS.

A injecdo de veiculo ndo provocou alteragdes significativas na temperatura
corporal dos animais. A administracdo de LPS na dose de 200 pg/kg induziu uma
resposta febril que iniciou-se por volta de 2 h apés a injegdo e manteve-se
significativamente maior que o veiculo até por volta de 5-62 hora (FIG 12). O pré-
tratamento com o BQ123 n&do modificou significativamente a resposta (Fe4,512 = 3,04,
p < 0,001, FIG 12A). Diferentemente, o pds-tratamento com o BQ123 reduziu
significativamente a resposta febril induzida por esta dose de LPS (Fe4,864= 4,46, p<
0,001, FIG 12B).
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FIG 12 EFEITO DO TRATAMENTO COM BQ123 NA FEBRE INDUZIDA POR ALTA
DOSE DE LPS| Os animais foram tratados com BQ123 (3 pmol/2 yl, i.c.v.) 30 min
antes (A) ou 2 h ap6s (B) a administragcao de LPS (200 pg/kg, i.p.) ou veiculo (VEH,
i.p.). As setas cinzas indicam o momento da injecdo de LPS e as setas pretas o
tratamento com BQ123. Os resultados sdo expressos como a média + EPM da
temperatura corporal (em °C) n = 5-8 em A e 9-11 em B. * p <0,05, diferenca

significativa com o grupo VEH. ; # p <0,05, diferenga significativa com o grupo LPS.

Comentado [AZ29]: Esta parte da tese s6 vou corrigir
quando tiver os resultados.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administragdo de ET-1 no sistema
nervoso central induziu hiperalgesia mecénica e térmica em ratos. Também
observamos que os receptores ETa parecem desempenhar um papel pré-nociceptivo
e que o bloqueio do receptor ETs intensifica a hiperalgesia. Da mesma forma, a
liberacao de ET-1 apds a administragdo periférica de LPS contribuiu tanto para a
hiperalgesia mecanica e térmica induzida por este estimulo. A ativagao dos receptores
ETa no hipotdlamo é importante para a hiperalgesia mecéanica, enquanto o papel dos
receptores ETg parece envolver outras estruturas cerebrais. Além disso, a anedonia,
a hipolocomogéo e a febre induzidas por LPS, caracteristicas da sindrome da doenga,
também envolvem a participagdo da ET-1.

No presente estudo demonstramos que a administragao central de doses mais
baixas de ET-1 promoveu hiperalgesia. As doses que foram testadas aqui estdo na
mesma faixa de doses que foram usadas em estudos anteriores para induzir febre
(FABRICIO et al., 1998; FRAGA et al., 2016), e essas doses sdo menores do que as
doses que foram usadas em outros trabalhos para identificar um efeito antinociceptivo
provocado pela administragao central de ET-1.

Hung et al. empregaram a superexpressdo de ET-1 em astrocitos de
camundongos para demonstrar o efeito antinociceptivo de ET-1, sugerindo que
concentragdes mais elevadas desse peptideo seriam responsaveis por seu efeito
antinociceptivo (HUNG et al., 2012). Notavelmente, no entanto, altas doses de ET-1
produzem isquemia nos tecidos, e a administracdo destas altas doses tem sido
inclusive utilizada como modelo para acidente vascular cerebral isquémico (SASAKI
etal.,, 1997; ZIV et al., 1992). A hipoperfusédo cerebral crénica causada pela ET-1 em
ratos é caracterizada pela oclusdo permanente das carétidas, o que parece induzir
uma disfungdo mitocondrial que gera radicais livres, degeneragéo axonial, astrogliose
e piora da inflamagao (FARKAS et al., 2004). Todavia, se a morte neuronal pode
contribuir para o efeito antinociceptivo também necessita de mais esclarecimentos.

Também evidenciamos que o pré-tratamento com BQ123 aboliu a hiperalgesia
mecanica e térmica induzida por ET-1, enquanto o BQ788 aumentou essa resposta.
Portanto, semelhantemente as agdes na periferia, a resposta hiperalgésica induzida

por baixas doses de ET-1 no sistema nervoso central ocorre principalmente por meio
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de suas acgbes nos receptores ETa, enquanto seus efeitos antinociceptivos estdo
relacionados as agdes nos receptores ETs.

Em conjunto, todos estes dados sugerem que a administracdo de ET-1 no
sistema nervoso central, de maneira similar ao que ocorre perifericamente, pode ativar
tanto vias nociceptivas quanto antinociceptivas. Considerando nossos dados relativos
a injecao i.c.v., onde tanto a ET-1 quanto os antagonistas poderiam atingir diversas
estruturas no sistema nervoso central, de maneira geral a ativacéo de receptores ETa
estaria predominantemente relacionada a uma agao nociceptiva, enquanto a ativagao
de receptores ETs a uma atividade antinociceptiva. No entanto, & possivel que quando
maiores quantidades deste peptideo sejam formadas no sistema nervoso central
(HUANG et al., 2012) ac¢des diferentes sejam observadas, possivelmente pelo fato de
que uma quantidade maior deste peptideo atinja diferentes alvos, concomitantemente
com uma maior expressao de receptores ETs pelos astrocitos.

Estudos anteriores demonstraram que as ag¢des da ET-1 no sistema nervoso
central se devem a mecanismos que aumentam o influxo de Ca?* intracelular
(BOURSON et al., 1989; NIKOLOV et al., 1992). Em cultura neuronal de ratos,
entretanto, a ET-1 via ETa diminui a frequéncia de abertura dos canais de Ca?* do
tipo L (HELD; POCOCK; PEARSON, 1998) e notavelmente os efeitos da ET-1 sobre
estes canais sdo opostos aos observados na periferia, apesar de ndo se saber a
influéncia deste efeito na variagao da resposta de hiperalgesia.

Deste modo, torna-se de extrema importancia que a participagdo da ET-1
formada no SNC na hiperalgesia seja avaliada ndo somente através da injecdo ou
superexpressao deste peptideo, mas também através de modelos experimentais que
simulem situagdes fisiopatologicas. Assim, seria possivel determinar o envolvimento
deste peptideo em cada condigéo.

A questdo levantada acima sera avaliada e discutida mais adiante neste estudo.
Antes disso, propusemo-nos a avaliar um outro aspecto da resposta hiperalgésica
induzida por ET-1, que é a participagdo de PG nesta resposta. Um estudo anterior de
Abe et al. mostrou que injegdes de inibidores da COX diretamente na area pré-optica
do hipotalamo (APO/HA) aboliram a hiperalgesia térmica induzida pelo LPS, sugerindo
o envolvimento de PG produzidas diretamente no hipotalamo nesta resposta (ABE et
al., 2001). Estudos mais recentes confirmaram o envolvimento da COX-2
hipotaldmica, e portanto de prostaglandinas, na resposta hiperalgésica induzida pela
administrago periférica de LPS em camundongos (BJORK WILHELMS et al., 2016).
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Também demonstrou-se que a injecao i.c.v de ET-1 aumenta os niveis de PG
no liquido céfalo-raquidiano e que o tratamento com indometacina reduz estes niveis
(FABRICIO et al., 2005). No entanto, a resposta febril induzida pela ET-1 n&o foi
afetada por este anti-inflamatério ndo esteroidal (FABRICIO et al., 1998, 2005)
sugerindo que, embora a ET-1 possa induzir a sintese destes eicosanodides no SNC,
a resposta febril induzida por este peptideo ocorre de forma independente desta
sintese. De forma semelhante, a hiperalgesia periférica induzida pela ET-1 nao foi
revertida pelo tratamento com indometacina (DA CUNHA et al., 2004) sugerindo que
assim como para a resposta febril, a hiperalgesia induzida pela injegao deste peptideo
ocorre independentemente da sintese de eicosandides. Portanto, avaliamos se a
hiperalgesia térmica e mecanica induzida pela ET-1 poderia ser bloqueada pela
indometacina, a qual € um inibidor da COX. Os resultados mostraram que nem a
hiperalgesia mecanica nem a térmica foram modificadas pelo tratamento, sugerindo
que, assim como a resposta febril e a hiperalgesia periférica, a hiperalgesia induzida
pela administragdo central de ET-1 ndo depende da sintese de PG.
Interessantemente, Filipovich-Rimon et al. demonstraram que tanto a ET-1, quanto a
ET-2 e ET-3 reduziram a produgdo de PGE: induzida por LPS em células da glia
através de uma acao em ambos os receptores, sugerindo que este peptideo poderia
atuar em um mecanismo de feedback para controlar a producdo excessiva destes
eicosanoides no SNC (FILIPOVICH-RIMON; FLEISHER-BERKOVICH, 2010).

Como mencionado anteriormente, efeitos centrais da ET-1 parecem depender
da quantidade de ET-1 formada. Portanto, as investigagdes do envolvimento desse
peptideo na sindrome de doenga induzida por LPS, que mimetiza uma infec¢do
bacteriana, poderia representar uma condicdo patolégica adequada para esta
investigacdo. Estudos anteriores relataram que doses pirogénicas de LPS produziram
hiperalgesia mecénica e térmica por varias horas em animais experimentais e
humanos (DE OLIVEIRA et al., 2017; PITYCHOUTIS et al., 2009).

Utilizando este modelo, o presente estudo corroborou estes dados e
demonstrou adicionalmente que tanto o antagonista de receptores endotelinérgicos
ETa BQ123 quanto ETs BQ788 bloquearam a hiperalgesia mecanica induzida por
LPS, enquanto o limiar térmico de retirada da pata foi reduzido somente na terceira
hora e, portanto, menos afetado. Estes dados sugerem que particularmente a

hiperalgesia mecanica induzida por LPS, assim como a resposta febril, depende da
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liberacao de ET-1 no sistema nervoso central e que ambos os receptores estédo
envolvidos nesta resposta.

Estes dados vao de encontro a estudos anteriores sobre a participagéo
periférica da ET-1 na hiperalgesia que demonstraram que os receptores ETs parecem
estar envolvidos na hiperalgesia mecénica apenas quando previamente sensibilizados
pela resposta inflamatéria (DE-MELO et al., 1998). Portanto, a ET-1 enddgena
formada do SNC apés a administragéo de LPS, exerce agbes pré-nociceptivas em vez
de um efeito antinociceptivo. O menor efeito da administragdo central de ambos os
antagonistas na hiperalgesia térmica, comparativamente a mecénica induzida pela
administragao periférica de LPS, requer mais estudos. Uma das possibilidades a ser
estudada seria o envolvimento de diferentes neurocircuitos envolvidos no
processamento dos estimulos térmicos e mecanicos. No entanto, os estudos
caracterizando estes neurocircuitos ainda s&o bastante escassos.

\O mecanismos de dessensibilizagado do receptor de ET, internalizagao e trafego
intracelular também s&o mal compreendidos. Sabe-se que apds a ativagao pela ET-1
do receptor ETa, o complexo formado segue a via celular de reciclagem no material
pericentriolar, e apos a internalizagdo volta para a membrana da célula, enquanto que
o complexo formado pelo ETs é direcionado para lisossomos e degradado. \

As distintas vias intracelulares podem explicar a resposta persistente do sinal
através do receptor ETa e a resposta transitoria através do receptor ETs na
hiperalgesia. Tem sido sugerido que o direcionamento para o lisossomo do complexo
formado com o receptor ETs poderia também servir como um mecanismo para a
depuragédo da ET-1, o que alteraria sua reposta em fungédo da diminuicdo da sua
concentracdo (BREMNES et al.,, 2000). Este mecanismo talvez seja, entretanto,
compensado pela maior abundéancia do receptor ETs, que ocorre na maioria dos
tecidos. No cértex, por exemplo, quase todos os receptores encontrados séo ETs.

No hipotalamo a presenga dos receptores em diversos nucleos sugere sua
participagdo na modulagdo neuroenddcrina e comportamental (NAIDOO; NAIDOO;
RAIDOO, 2004). Neste sentido, a ET-1 regula a liberacdo de neuropeptidios da
pituitaria e do proprio hipotalamo como a prolactina, hormdnio luteinezante, horménico
foliculo estimulante, vasopressina e ocitocina (KHIMJI; ROCKEY, 2010; LEITE-
AVALCA et al., 2016; NAIDOO; NAIDOO; RAIDOO, 2004)

Comentado [AZ31]: citar o meu trabalho de
eletrofisiologia.
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Estudos anteriores também demonstraram que a ET-1 induziu febre quando
injetada diretamente no hipotalamo (FABRICIO et al., 1998). Assim, o presente estudo
investigou a agéo da ET-1 no hipotadlamo para induzir hiperalgesia mecénica apds a
injecdo de LPS. A administragéo intra-hipotaldmica de BQ123 aboliu a hiperalgesia
mecanica induzida pelo LPS, ao passo que o BQ788 nao alterou a resposta. Esses
resultados sugerem que a hiperalgesia mecénica produzida pela ET-1, sintetizada no
sistema nervoso central apés a injecdo de LPS, é pelo menos em parte devido a

ativacao dos receptores ETa no hipotalamo.

Além do hipotalamo, outros nucleos cerebrais provavelmente estdo envolvidos
na hiperalgesia mecanica induzida por LPS. Heinricher et al. relataram que uma
injecdo de baixas doses de PGEz na area pré-6ptica medial do hipotalamo ativou
neurdnios facilitadores (células ON) e suprimiu neurénios inibidores (células OFF) no
VRM, uma regiédo que esta envolvida na modulagéo da dor, para produzir hiperalgesia
(HEINRICHER et al., 2004). Portanto, a ET-1 poderia agir de forma semelhante, mas

essa possibilidade requer mais investigagéo.

Concomitantemente a febre e a hiperalgesia manifestadas durante a sindrome
da doenca, outros comportamentos como o comportamento do tipo depressivo,
hipolocomoc¢éao, anedonia e anorexia sdo observados (DANTZER, 2004). A ingestao
embotada de sacarose no teste de preferéncia de sacarose foi proposta como um
modelo de anedonia (PITYCHOUTIS et al., 2009), e a administragdo de LPS em
camundongos reduziu a preferéncia por sacarose e a atividade locomotora (SONCINI
et al., 2012). Como esperado, o presente estudo mostrou que o LPS reduziu
significativamente a preferéncia pela sacarose e a atividade locomotora. Esses dados
foram obtidos no final do periodo claro (atividade locomotora) e durante o periodo
escuro (preferéncia pela sacarose) que se seguiu aos experimentos de hiperalgesia,
0 que pode explicar porque as redugdes observadas nao foram tdo substanciais como
em estudos anteriores (PITYCHOUTIS et al., 2009). O tratamento com BQ123 e
BQ788 restaurou a atividade locomotora, mas apenas o BQ788 restaurou a
preferéncia pela sacarose. Estes dados sugerem, portanto, que a ET-1 também esta
envolvida na indugdo destes comportamentos associados a infecgdo e que enquanto
ambos os receptores endotelinérgicos estdo envolvidos na hipolocomog¢ao, apenas o

receptor ETs esta envolvido na anedonia.
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Ja foi evidenciado que a perda da atividade motora esta associada a doengas
neurologicas, possivelmente como resultado da neuroinflamacéo (GLASS et al.,
2010). Diversos estudos reportaram que a neuroinflamagdo é suprimida com a
inibicdo do TLR-4, o que consequentemente minimiza o déficit motor em animais
(FENG et al., 2017) mas o papel da ET-1 na hipolocomogéo causada pela neuro-
inflamagao ndo havia sido demonstrado.

Portanto, os dados reportados até o momento sugerem que a ET-1 tem um
papel importante em diversos sinais e sintomas que caracterizam a sindrome de
doenga observada apds a administragdo de LPS: na resposta febril (FABRICIO et al.,
1998, 2005) e na anedonia através de receptores ETs mas também na hiperalgesia

térmica, na mecanica e na hipolocomogéao através de ambos os receptores.
Envolvimento de receptores ETa na resposta febril

Como mencionado anteriormente, com relagdo a resposta febril, o BQ788
aboliu o0 aumento da temperatura corporal induzido por LPS sugerindo a participagao
da endotelinas na resposta febril induzida por LPS através de receptores ETs
(FABRICIO et al., 1998). Adicionalmente, 3 h apods a inje¢do de LPS, houve um
aumento na concentragdo de ET-1 no liquido cefaloraquidiano simultaneamente a
diminuigdo do seu precursor, a Ibig-endotelina\ (FABRICIO et al., 2005). No entanto, o
estudo inicial de Fabricio et al. (1998) sugeriu ainda que o receptor ETa ndo participava
da febre induzida por LPS, ja que a administracdo de BQ123 15 minutos antes da
administragéo do LPS, n&o reduziu a resposta febril.

No entanto, em estudos subsequentes em nosso laboratério observamos ratos
submetidos a pungdo e ligadura do ceco (CLP) como modelo de septicemia,
apresentaram febre (LEITE-AVALCA et al., 2016). Subsequentemente imagens de
uma termocamera mostraram vasoconstricdo periférica na cauda destes mesmos
animais (LEITE-AVALCA et al. 2019). A vasoconstricdo periférica € uma das
estratégias do organismo para reter o calor e aumentar a temperatura corporal durante
a resposta febril, assim juntamente com outras mudangas comportamentais e de
produgdo de calor (MORRISON; MADDEN; TUPONE, 2012).

O tratamento dos animais com BQ123 administrado no ventriculo lateral inibiu
a vasoconstrigdo periférica, sugerindo que o receptor ETa poderia estar envolvido na
resposta febril (LEITE-AVALCA, 2018). Os modelos de febre utilizados nos estudos

Comentado [AZ32]: Aqui acredito que seja o trabalho da
Fabricio 2005.
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acima (FABRiCIO et al, 1998 e LEITE-AVALCA et al., 2019) s&o bastante diferentes.
Primeiramente, no estudo de Fabricio e colaboradores, a resposta febril é induzida
pela injecéo periférica de baixa dose de LPS por via endovenosa, sendo que a febre
observada por Leite-Avalca e colaboradores, é derivada da presengca de
microorganismos viaveis do intestino, e portanto, polimicrobial. Além disso, com
relacdo ao tempo de administragdo dos antagonistas, no primeiro estudo o BQ123 foi
administrado 15 minutos antes da inje¢éo do LPS, enquanto no segundo estudo este
antagonista foi administrado em uma dose superior € 4 h apds a indugao da sepse.

No presente estudo, como avaliamos a participagdo da ET-1 em diferentes
comportamentos relacionados a sindrome de doenga (hiperalgesia, anedonia e
hipolocomog¢&o) enfocando ambos os receptores, decidimos investigar mais a fundo
esta aparente discrepancia para a participagdo da ET-1 na febre pela ativagdo de
receptores ETa, utilizando a indugcdo de febre por LPS ao invés de um modelo
polimicrobial complexo como a sepse.

A administragdo de baixas doses de LPS promoveu um aumento da
temperatura corporal imediatamente apds a administragdo. Esta rapida indugdo de
febre apos baixas doses ja é conhecida. Esta primeira fase na curva temporal da
resposta febril esta relacionada principalmente ao reconhecimento do LPS pelos TLR-
4 nas células hematopoiéticas (STEINER et al., 2006), além do aumento de enzimas
que sintetizam PGE2 no pulméo e no figado (IVANOV et al., 2002). Em estudos que
utilizaram doses ainda menores de LPS por via endovenosa, de 1 ug/Kg, a resposta
febril se inicia em até dez minutos e é correlacionada com o inicio de outras respostas
termo-efetoras. A febre observada a partir da segunda até a sexta hora envolve
possivelmente células ndo hematopoiéticas, como os astrocitos e a microglia
(STEINER et al., 2006).

Os resultados obtidos demonstraram que independentemente do momento em
que o tratamento dos animais com BQ123 é feito, este ndo é capaz de reduzir a
resposta febril induzida por esta baixa dose de LPS. Embora tenha sido usada uma
dose diferente daquela usada por Fabricio e colaboradores (1998), nossos resultados
corroboram estes resultados encontrados anteriormente e confirmam a néo
participagao de receptores ETa na febre, nestas condi¢cdes experimentais.

No entanto, avaliamos ainda o efeito do BQ123 sobre a febre induzida por uma
dose mais elevada de LPS (200 pg/kg, i.p.). O modelo de injecéo de altas doses de

LPS é considerado um modelo de endotoxemia, e ndo de sepse, e os estudos
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empregam doses variadas do polissacarideo para induzir esta condicdo que variam
de 100 pg/kg a 10 mg/kg (LOPES PIRES et al., 2019; STEVEN et al., 2017; SUN et
al., 2015; WANG et al., 2018; ZILA et al., 2015).

Os resultados obtidos demonstram que o pré-tratamento com BQ123 nao
modificou significativamente a resposta febril induzida por esta alta dose de LPS. No
entanto, observamos que a resposta febril dos animais tratados com BQ123, embora
ndo fosse significativamente diferente do grupo controle, apresentou varios pontos
que também ndo foram diferentes do grupo que recebeu somente veiculo,
apresentando grande variabilidade.

Por outro lado, a administragdo do antagonista de receptores ETa 2 h apds a
administracdo de LPS, reduziu significativamente e claramente a resposta febril
induzida por este estimulo. Este resultado sugere que a ET-1 poderia participar da
resposta febril induzida por altas doses de LPS através da ativacédo de receptores ETa
particularmente em uma fase mais tardia, uma vez que o pds-tratamento com este
antagonista foi mais efetivo que o pré-tratamento.

N&o encontramos na literatura estudos que avaliassem a cinética da expressao
de receptores ETa no hipotalamo ou em outras regides cerebrais apos a administragao
de LPS. Henrikson e colaboradores demonstraram que a expressédo tanto de
receptores ETa quanto de receptores ETs no cérebro aumentam apds isquemia
cerebral (HENRIKSSON et al., 2007). Ainda, artérias basilares cerebrais de ratas
incubadas com fluido cefalorraquidiano de pacientes que apresentaram hemorragia
subaracndide apresentaram um aumento na expressdo dos receptores
endotelinérgicos 24 h apds a exposicdo (CHENG et al., 2018).

O aumento na expresséo de receptores endotelinérgicos induzido por LPS na
periferia, particularmente com doses endotoxémicas, ja foi demonstrado. A injecédo de
15 mg/kg de LPS em ratos induziu, 3 h apds a administracdo, um aumento na
expressdo pulmonar de receptores ETa e uma redugéo na expressao de receptores
ETs (JESMIN et al., 2011). Em artérias mesentéricas de rato, a administragcdo de 5
mg/kg de LPS também induziu um aumento na expressao de ambos os receptores e
este aumento foi dependente da ativagdo de NF-xB (ZHANG et al., 2019).
Adicionalmente, a administracdo de 15 mg/kg de LPS em ratos aumentou a expresséo
tanto de receptores ETa quanto de receptores ETs em pequenas artérias renais

(YAMAGUCHI et al., 2006). Interessantemente, neste estudo, enquanto o aumento na
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expressdo de receptores ETs ocorreu 1 a 3 h apds a administracdo de LPS, a
expressao de receptores ETa ocorreu em uma fase mais tardia.

Deste modo, é plausivel que, de maneira similar ao que ocorre perifericamente,
altas doses de LPS sejam capazes de promover um aumento na expressédo de
receptores ETa no SNC e que nestas condi¢des este receptor participe da resposta

febril induzida por LPS.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo demonstram de maneira geral que a ET-1 tem
um papel importante em diferentes fenébmenos observados na sindrome de doenga,
entre eles a hiperalgesia, a anedonia, a hipolocomogdo e a febre. Os dados

apresentados nos permitem concluir que:

A administracdo i.c.v. de baixas doses de ET-1 induz hiperalgesia mecénica e térmica

em ratos.

Tanto a hiperalgesia mecénica quanto a hiperalgesia térmica induzida pela
administracdo i.c.v. de ET-1 dependem da ativagao de receptores ETa, ao passo que

o bloqueio de receptores ETs aumentou esta resposta.

A hiperalgesia mecénica e térmica induzida pela inje¢éo central de ET-1 ndo depende

da sintese de prostaglandinas.

A administragcdo periférica de LPS induziu um comportamento de doenca

caracterizado por hiperalgesia, anedonia e hipolocomogao.

A ET-1 participa da hiperalgesia mecénica e térmica induzida por LPS através da

ativacao tanto de receptores ETa quanto de receptores ETs.

A hiperalgesia mecanica induzida por LPS depende da ativacéo de receptores ETa,

mas nao de receptores ETs, presentes no hipotalamo.

A anedonia (redugdo do consumo de sacarose) induzida por LPS depende
exclusivamente da ativagdo de receptores ETs enquanto a hipolocomogao depende

da ativagdo de ambos os receptores.

Os receptores ETa estdo envolvidos na resposta febril, outra caracteristica da
sindrome de doenga, induzida por altas doses de LPS mas néo na febre induzida por

baixas doses deste polissacarideo.
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