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RESUMO

Doencgas inflamatérias sistémicas se manifestam com sintomas como febre,
hiperalgesia, perda de apetite e sonoléncia, coletivamente conhecidos como
sindrome de doenca. O hipotalamo é uma area importante no sistema nervoso
central para o controle e integracdo destas repostas através de mediadores
centrais como prostaglandinas e a endotelina-1(ET-1). O hipotalamo recebe
projecdes serotoninérgicas do nucleo da rafe, e essas proje¢cdes apresentam
dimorfismo sexual. Tem sido demonstrado que durante a inflamacao sistémica
em ratos machos ocorre uma redugao nos niveis hipotalamicos de serotonina (5-
HT) que se acredita estar associada com uma reducdo no reflexo anti-
inflamatdrio. No entanto, ndo esta claro se esta resposta também ocorre em
fémeas e qual o mediador responsavel por este fenbmeno em ambos os sexos.
O presente estudo avaliou o envolvimento da ET-1 na resposta febril, na
hipolocomocéo (um parametro do comportamento de doencga) e nas alteracdes
na liberagcdo de 5-HT no hipotalamo durante uma inflamagao sistémica nao
apenas em ratos machos, mas também em fémeas. Para a realizacdo dos
experimentos foram utilizados ratos Wistar, com 90 dias de idade, que
receberam registradores remotos de temperatura na cavidade peritoneal. Apds
7 dias, os animais foram transferidos para uma sala a 28°C e receberam
lipopolissacarideo (LPS) - Escherichia Coli (50 e 100 pg/kg, i.p.), BQ788 (6pmol
intracerebroventricular — i.c.v.), ET-1 (i.c.v.) e veiculo, conforme delineamento
experimental, e a temperatura corporal foi avaliada por 5 h. Ao final deste
periodo os animais foram submetidos ao campo aberto para avaliar a locomogéao
e em seguida os hipotalamos foram coletados para dosagem de 5-HT e 5HIAA
por HPLC. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal do Parana (Processo n° 1444/2022). A injecao
intraperitoneal de LPS, 50 ou 100 ug/kg induziu resposta febril e hipolocomogao
em ratos machos e fémeas. A dose mais elevada de LPS reduziu os niveis
hipotalamicos de 5-HT e do seu metabolito acido 5-hidroxiindol acético (5-HIAA)
em ratos machos, e aumentou os niveis deste neurotransmissor e do seu
metabolito em fémeas. Os niveis de dopamina foram reduzidos em machos e
fémeas, demonstrando que este dimorfismo esta associado a 5-HT. A injecao
i.c.v. do antagonista do receptor ETg BQ788 reduziu significativamente a
resposta febril e a hipolocomogao induzida por LPS em ambos, ratos machos e
fémeas. O tratamento com BQ788 também reverteu a redugao induzida por LPS
nos niveis hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA em ratos machos, bem como o
aumento nos niveis de 5-HT e 5-HIAA em ratas. A administragdo i.c.v. de ET-1
induziu uma resposta febril significativa e hipolocomog¢ao em ambos os sexos.
No entanto, em ratos machos e fémeas, a administracdo de ET-1 também
reduziu os niveis hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA. Estes resultados indicam que
existe um dimorfismo sexual importante durante a inflamagao sistémica em
relacao a liberagao de 5-HT no hipotalamo. Além disso, a ET-1 surge como um
importante mediador envolvido tanto na reducdo da 5-HT hipotaldamica nos
machos quanto no aumento da 5-HT nas fémeas.

Palavras-chave: reposta febril, hipolocomocgao, hipotalamo,
lipopolissacarideo.



ABSTRACT

Systemic inflammatory diseases manifest with symptoms such as fever,
hyperalgesia, loss of appetite, and drowsiness, collectively known as sickness
syndrome. The hypothalamus is an important area in the central nervous system
for the control and integration of these responses through central mediators such
as prostaglandins and endothelin-1 (ET-1). The hypothalamus receives
serotonergic projections from the raphe nucleus, and these projections show
sexual dimorphism. It has been demonstrated that during systemic inflammation
in male rats there is a reduction in hypothalamic serotonin (5-HT) levels, which is
believed to be associated with a reduction in the anti-inflammatory reflex.
However, it is unclear whether this response also occurs in females and which
mediator is responsible for this phenomenon in both sexes. The present study
evaluated the involvement of ET-1 in the febrile response, hypolocomotion (a
parameter of sickness behavior) and changes in 5-HT release in the
hypothalamus during systemic inflammation not only in male rats, but also in
females. To carry out the experiments, 90-day-old Wistar rats were used, which
received remote temperature recorders in the peritoneal cavity. After 7 days, the
animals were transferred to a room at 28°C and received lipopolysaccharide
(LPS) - Escherichia Coli (50 and 100 ug/kg, i.p.), BQ788 (6pmol
intracerebroventricular — i.c.v.), ET-1 (i.c.v.) and vehicle, according to the
experimental design, and body temperature was assessed for 5 h. At the end of
this period, the animals were placed in the open field to evaluate locomotion and
then the hypothalamus was collected for measurement of 5-HT and SHIAA by
HPLC. This project was approved by the Animal Research Ethics Committee of
the Federal University of Parana (Process n°® 1444/2022). Intraperitoneal injection
of LPS, 50 or 100 pg/kg induced febrile response and hypolocomotion in male
and female rats. The highest dose of LPS reduced hypothalamic levels of 5-HT
and its metabolite 5-hydroxyindole acetic acid (5-HIAA) in male rats, and
increased the levels of this neurotransmitter and its metabolite in females.
Dopamine levels were reduced in males and females, demonstrating that this
dimorphism is associated with 5-HT. The i.c.v. of the ETB receptor antagonist
BQ788 significantly reduced the febrile response and hypolocomotion induced by
LPS in both male and female rats. BQ788 treatment also reversed the LPS-
induced reduction in hypothalamic 5-HT and 5-HIAA levels in male rats, as well
as the increase in 5-HT and 5-HIAA levels in female rats. The i.c.v. of ET-1
induced a significant febrile response and hypolocomotion in both sexes.
However, in male and female rats, ET-1 administration also reduced
hypothalamic 5-HT and 5-HIAA levels. These results indicate that there is an
important sexual dimorphism during systemic inflammation in relation to the
release of 5-HT in the hypothalamus. Furthermore, ET-1 appears as an important
mediator involved in both the reduction of hypothalamic 5-HT in males and the
increase of 5-HT in females.

Key Words: febrile response, hypolocomotion, hypothalamus,
lipopolysaccharide.
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1. INTRODUGAO

1.1A resposta febril e a hipolocomogao durante a resposta

inflamatoria sistémica

A inflamacgao sistémica € uma resposta do organismo a um agente
agressor que pode ter origem infecciosa ou nao (trauma cirargico, por exemplo).
Durante este processo, observa-se uma série de sinais e sintomas conhecidos
como sindrome de doenga (sickness syndrome) e o0s comportamentos
associados (sickness behaviour). Dentre estes sinais e sintomas encontramos
febre, hiperalgesia sistémica, perda de apetite e sonoléncia. Estas alteragcbes
comportamentais, autondmicas e enddécrinas tém a finalidade de combater a
infeccao e poupar energia para a recuperagao do organismo. Esta resposta pode
evoluir para sepse no caso de uma infecgéo, que € uma condigdo acompanhada
por sintomas como hipotermia ou febre, alteragdes na frequéncia respiratéria e
cardiaca e eventualmente para um choque séptico, quando ocorre a faléncia de
multiplos 6rgaos (BONE; BALK; CERRA; DELLINGER et al., 1992).

O modelo de escolha para indugcdo de inflamagao sistémica
experimental a fim de replicar os achados clinicos é a injegcao de
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de bactérias Gram-negativas. Neste
caso, em muitos estudos este modelo & denominado endotoxemia. A
endotoxemia caracteriza-se por uma inflamacao sistémica onde se tem a
predominancia de febre e hiperalgesia acompanhadas de comportamentos de
doenca, mas € uma condigao muito mais branda do que a sepse (MOHAMMAD;
THIEMERMANN, 2020).

Durante a endotoxemia, ha uma estimulacao da defesa do hospedeiro por
meio da ativagao de receptores do tipo Toll 4 (TLR4). Os TLR4 sao receptores
transmembranas que pertencem a familia dos receptores de reconhecimento de
padrao (RRP), sdo receptores do sistema imunoldgico inato e possuem a
capacidade de identificar a presenca de uma infeccdo microbiana. Sendo

expressos em células imunes de vigilancia, como macrofagos e células
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dendriticas, os TLR4 iniciam e amplificam o processo pro-inflamatério, por meio
da ativacao de vias de sinalizacdo, ativagdo de fatores de transcricdo e na
liberacdo de citocinas na circulagao, incluindo fator de necrose tumoral -a (TNF-
a), interleucina(lL)-1B e IL-6 (BASTOS-PEREIRA; FRAGA; OTT; SIMM et al.,
2014; MOTA; RODRIGUES-SANTOS; FERNANDEZ; CAROLINO et al., 2017).

Neste modelo, observa-se febre que pode ser definida como um aumento
da temperatura corporal resultante de uma alteracdo na regulagcdo da
temperatura pelo hipotalamo (ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015). Essa
regulagao é exercida por mecanismos do Sistema Nervoso Central (SNC), que
levam a uma série de respostas termorreguladoras para manutencdo da
homeostase, dentre as quais podemos citar, tremor muscular, termogénese no
tecido adiposo marrom, vasoconstrigao e vasodilatagao, sudorese e respiragao
ofegante (KLUGER; VAUGHN, 1978). No entanto, a resposta febril possui
diferencas relacionadas ao sexo, e particularmente aos horménios sexuais. Por
exemplo, Brito e colaboradores demonstraram que apds a administracdo de
LPS, ratas fémeas com ciclo estral normal apresentam uma resposta febril menor
quando comparada com os ratos machos e que apds a ovariectomia essa
resposta febril atinge niveis similares aos machos (BRITO; BARBOSA; REIS;
FRAGA et al.,2016). Esta resposta febril diminuida em ratas ovariectomizadas
retorna ao nivel similar as ratas com ciclo estral normal apds a reposicao de
estrégeno, demonstrando uma provavel interferéncia dos hormdnios sexuais
femininos na resposta febril induzida por LPS (BRITO; RADULSKI; WILHELMS;
STOJAKOVIC et al., 2016).

A resposta febril €, em geral, benéfica ao organismo pois facilita a
eliminagdo de microrganismos. Isto ocorre devido ao aumento da atividade
imunologica e alteragdo do ambiente térmico do corpo, tornando-o menos
adequado para o patdogeno. No entanto, temperaturas corporais muito elevadas
podem ser prejudiciais, pois comprometem as reacdes enzimaticas necessarias
(MIYAMOTO; OGAWA; MARUTA; NIKAIDO et al, 1995). O sistema
termorregulador também pode desenvolver outros papéis, como a aumento da

temperatura em situacdes de estresse, por ativacdo simpatica e aumento da



17

temperatura para regular o consumo de energia, estando este ultimo associado
a obesidade (LANDSBERG; YOUNG; LEONARD; LINSENMEIER et al., 2009).

Este sistema consiste em trés componentes: parte sensorial aferente,
parte de integracdo e comando eferente. Termorreceptores como os receptores
de potencial transitério (TRP) presentes na pele, nas visceras e na cavidade
abdominal, irdo encaminhar informagdes sobre o ambiente e sobre a
temperatura interna do organismo ao centro termorregulador no cérebro, a
regiao pré-optica anteroventral do hipotalamo (AVPO), por meio de vias
neuronais aferentes. A AVPO é considerada a por¢ao integradora, uma vez que
seus neurdnios terao sua atividade modulada pelo sistema aferente e estdo
conectados a vias neuronais descendentes que ativarao respostas de perda de
calor (vasodilatagao, respiragao ofegante, sudorese), de conservagao de calor
(vasoconstricdo, inibicdo da sudorese) ou de produgcdo de calor (tremor
muscular, ativacdo do tecido adiposo marrom — TAM) conforme necessario
(MORRISON; NAKAMURA, 2019).

Dentre os termorreceptores cutaneos, o TRPM8 & um canal responsavel
pelas respostas defensivas ao frio, ativando-se em temperaturas menores do
que 27°C, produzindo respostas de producdo de calor (MCKEMY;
NEUHAUSSER; JULIUS, 2002). Ja as respostas relacionadas a temperaturas
guentes séo mais discutiveis. Estudos demonstram a ativagao de canais do tipo
TRPM2 e TRPV1, sendo o primeiro expresso em neurbnios somatossensoriais
primarios e ativados por temperaturas quentes (TOGASHI; HARA; TOMINAGA;
HIGASHI et al., 2006) enquanto o TRPV1 possui uma relagédo com a rede de
termorregulagao central, uma vez que este receptor esta intimamente ligado a
regulacao da temperatura corporal central relativamente constante (CATERINA;
SCHUMACHER; TOMINAGA; ROSEN et al, 1997). A manutencdo desta
temperatura a 37°C constate, permite a homeostase e controle de uma
temperatura ideal a manutencéao de fungdes celulares ideais garantindo a propria
manutengdo da vida. Isto requer um ajuste orquestrado das vias
termorreguladoras por mecanismos reflexivos como feedback e feedforward.
Estes mecanismos afetam o circuito integrativo da AVPO para manutengao
deste pronto de equilibrio (37°C), sendo considerado a faixa de temperatura
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termoneutra, uma estreita faixa de temperatura ambiente, onde o organismo
utilizara apenas mecanismos de vasoconstricdo cutanea para manutencao do
ponto de equilibrio (MORRISON; NAKAMURA, 2019).

A AVPO também apresenta neurdnios termosensiveis ao calor, o
aumento da temperatura na AVPO leva a um aumento dos disparos nessa regiao
com consequente inibicdo das respostas de producdao de calor. Durante o
resfriamento, ocorre o oposto, com redugao destes disparos dos neurbnios
sensiveis ao calor, levando a produgao de calor para a manutenc¢ao do ponto de
equilibrio, atuando assim como um termostato, por meio da ativagdo de uma via
de feedback negativo. Porém, ainda sao necessarios mais estudos para
entender melhor como funciona este circuito e qual o papel destes neurdnios e
receptores envolvidos neste processo (MORRISON; NAKAMURA, 2019).

Durante um processo infeccioso, os sinais imunolégicos que chegam ao
SNC irdo desencadear a producdo de mediadores pirogénicos que serao
detectados pela AVPO. Apds obter essas informagdes, o centro termorregulador
ira fornecer comandos para efetores periféricos através de vias neurais e
neuroenddcrinas eferentes alterando o ponto de equilibrio (SAGAR; SHARP;
CURRAN, 1988). Apos a sinalizagao pirogénica do sistema imunolégico,
ocorrera a sintese e liberagado de mediadores importantes para a resposta febril,
como a prostaglandinas E2, (PGE2), fator liberador de corticotrofina, opioides
endégenos, substancia P, endotelina-1 (ET-1) e endocanabindides enddgenos
(FABRICIO; SILVA; RAE; D'ORLEANS-JUSTE et al., 1998; FRAGA; ZANONI;
ZAMPRONIO; PARADA et al., 2016; REIS; BRITO; FRAGA; CABRINI et al.,
2011; ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015). As prostaglandinas sao, sem
duvida alguma, os mediadores mais estudados e importantes da resposta febril,
que por sua vez irdo atuar em receptores EP3z na AVPO, receptor acoplado a
proteina G (GPCR) inibitéria. Estes receptores estdo presentes em neurbnios
inibitérios GABAérgicos e sua ativacdo promove uma reducado na atividade da
adenilato ciclase e consequente redugdao nos niveis de fostato ciclico de
adenosina (AMPc). A inibicdo destas vias inibitorias leva a um aumento da

conservagao e produgao de calor, gerando a resposta febril, por mecanismos
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como vasoconstricdo, ativacdo da termogénese pelo TAM e tremores
musculares (MURAKAMI; WATANABE, 1989; NAKAMURA, 2011).

Além de neurbnios GABAérgicos, neurdnios glutamatérgicos também
parecem ser importantes para a termogénese. Apos a inibigdo destes neurdnios
GABAérgicos, o nucleo da rafe ficara sobre a influéncia de projecdes excitatorias
do hipotalamo dorsomedial, que sera responsavel pela ativacdo de neurdnios
pré-motores para levar a impulsos de termogénese no TAM, tremores e
taquicardia através da ativagdo da sinalizagao bulbo espinhal (MADDEN;
MORRISON, 2003; NAKAMURA; MORRISON, 2007).

1.2Hipolocomocgao

Durante a inflamacgao sistémica, alteragbes comportamentais também sao
observadas (sickness behaviour). Dentre essas alteragcbes é possivel observar
fraqueza, mal-estar, apatia e letargia (HART, 1988). Essas alteracbes ocorrem
mediante a liberacdo de citocinas inflamatérias (DANTZER, 2001). Estudos
anteriores demonstram que a administragdo central e sistémica de citocinas
induzem o quadro completo de alteragbes comportamentais encontrados no
comportamento de doenga, e dessas alteragdes, a redugao da exploragéo social,
ingestao de alimentos e movimentagao espontanea como a hipolocomogao, tem
sido formas para avaliar este comportamento em roedores (BLUTHE;
DANTZER; KELLEY, 1992; BLUTHE; PAWLOWSKI; SUAREZ; PARNET et al.,
1994).

Essas respostas comportamentais induzidas pelo LPS podem apresentar
diferengas sexuais, uma vez que as fémeas apresentam uma maior sensibilidade
neuroendocrina ao LPS, o que provavelmente leva a uma maior ativacao
serotoninérgica e traz como vantagem uma melhor adaptagcédo ao estresse em
varios aspectos do comportamento (PITYCHOUTIS; NAKAMURA; TSONIS;
PAPADOPOULOU-DAIFOTI, 2009). Além disso, experimentos realizados in

vitro, demonstram que macréfagos de camundongos machos tratados com LPS
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apresentam maiores niveis de citocinas inflamatérias liberadas em comparacao
com as fémeas e elas desenvolvem tolerdncia ao LPS mais rapidamente
(MARRIOTT; BOST; HUET-HUDSON, 2006).

A hipolocomogado observada na sindrome de doenca se refere a
depressao da atividade motora, com ativacao de diversas areas hipotalamicas e
pré-6pticas e de algumas estruturas telencefalicas como nucleo accumbens e
nucleo central da amigdala, e esta relacionada a sensacéo de doenga que o
animal ira experimentar. Este comportamento ird ocorrer logo apds a
administracdo do LPS e dura aproximadamente 6 horas. Este quadro difere de
comportamentos tipo depressivo que se manifestam apds a sindrome de
doenca. Este ultimo ira aparecer apos 24 horas da administragao do LPS, onde
0 animal ja se recuperou da hipolocomogao. Neste processo, ocorrera a ativagao
de areas da amigdala e diversas areas do hipocampo e essa ativagdo se
correlaciona com testes comportamentais que avaliaram o comportamento tipo-
depressivo (FRENOIS; MOREAU; O'CONNOR; LAWSON et al., 2007).

1.3 O Sistema Endotelinérgico

Além das prostaglandinas, outros mediadores centrais s&do importantes
para a febre e hipolocomog¢ao observados durante a endotoxemia, entre eles a
ET-1 (KASZAKI; WOLFARD; BOROS; BARANY!I et al., 1997; KOWALCZYK;
KLENIEWSKA; KOLODZIEJCZYK; SKIBSKA et al., 2015; LEITE-AVALCA;
LOMBA; BASTOS-PEREIRA; BRITO et al., 2016; LOMBA; CRUZ; COELHO;
LEITE-AVALCA et al., 2021). A importancia deste mediador pode ainda ser
evidenciada pois niveis elevados de ET-1 também sao observados em pacientes
humanos com sepse e esta condicdo esta correlacionada com um pior
prognostico, como aumento da disfungdo organica e mortalidade (BRAUNER;
ROHDE; CLAUSELL, 2000). Além disso, estudos demonstram que a infuséo
sistémica de ET-1 promove a disfungao de 6rgéos vitais como: figado, pulméao,
coragao e rim (KOWALCZYK; KLENIEWSKA; KOLODZIEJCZYK; SKIBSKA et
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al., 2015; LUNDBERG; BERGENZAUN; RYDEN; ROSENQVIST et al., 2016;
SCHUETZ; CHRIST-CRAIN; MORGENTHALER; STRUCK et al., 2007).

A ET-1 é uma das isoformas de uma familia de peptideos, onde temos
ainda ET-2 e ET-3. As endotelinas atuam como potentes vasoconstritores, mas
outras fungdes foram atribuidas a estes peptideos posteriormente
(KEDZIERSKI; YANAGISAWA, 2001; YANAGISAWA; KURIHARA; KIMURA;
TOMOBE et al., 1988). A ET-1 é sintetizada como Big-ET-1 (BLAIS; FUGERE;
DENAULT; KLARSKOV et al., 2002) e convertida posteriormente no peptideo
ativo por enzimas conversoras de endotelina (D'ORLEANS-JUSTE; PLANTE;
HONORE; CARRIER et al., 2003). Células endoteliais vasculares cerebrais,
neurdnios e astrécitos podem sintetizar esse peptideo (HAMMOND; GADEA;
DUPREE; KERNINON et al., 2014; KEDZIERSKI; YANAGISAWA, 2001).
Existem dois receptores de endotelina, ETa € ETg, que sdo GPCR, encontrados
em diversas areas cerebrais sob condi¢des fisioldgicas e patolégicas. Estes
receptores possuem diferentes afinidades por essa familia de peptideos: a ET-
1 e ET-2 possui maior afinidade pelo receptor ETa, enquanto que a ET-3 possui
uma afinidade 100 vezes menor por este receptor; ja o receptor ETg possui
afinidade similar para os 3 ligantes (BRITO; RADULSKI; WILHELMS;
STOJAKOVIC et al., 2020; D'ORLEANS-JUSTE; PLANTE; HONORE; CARRIER
et al., 2003; FABRICIO; RAE; ZAMPRONIO; D'ORLEANS-JUSTE et al., 2006;
HOSTENBACH; D'HAESELEER; KOOIJMAN; DE KEYSER, 2016).

Estudos anteriores evidenciaram que a ET-1 participa da resposta febril
induzida por LPS principalmente através da ativacdo de receptores de ETg no
sistema nervoso central, uma vez que o antagonista do receptor de ETg BQ788
reverteu esta resposta (FABRICIO; RAE; ZAMPRONIO; D'ORLEANS-JUSTE et
al., 2006; FABRICIO; SILVA; RAE; D'ORLEANS-JUSTE et al., 1998). Estudos
recentes evidenciaram que, em condicdes especificas, os receptores centrais
ETa também podem ser importantes para a febre induzida por LPS, uma vez que
a injegao i.c.v. de BQ123 apds altas doses, mas nao baixas doses, de LPS foi
capaz de reduzir a resposta febril (LOMBA; LEITE-AVALCA; ZAMPRONIO,
2021). Ambos os receptores ETa e ETg no sistema nervoso central também estéo
envolvidos na hiperalgesia e hipolocomogao induzida pela administragdo de LPS
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em ratos, uma vez que ambos os antagonistas BQ123 e BQ788 reduziram estas
respostas (LOMBA; CRUZ; COELHO; LEITE-AVALCA et al., 2021). Além disso,
estudos anteriores também demonstraram que a ac¢ao central da ET-1 é
importante na sepse, uma vez que a injegao i.c.v. do antagonista de receptores
ETa BQ123 melhorou a taxa de sobrevivéncia e aumentou os niveis de arginina-
vasopressina (AVP) na sepse induzida por ligadura e pungédo cecal (CLP) e
demonstrou melhoras nas fungbes dos orgéos vitais (LEITE-AVALCA; LOMBA;
BASTOS-PEREIRA; BRITO et al., 2016; MATIAS; RADULSKI; RODRIGUES DA
SILVA; RAYMUNDI et al., 2023). Todos estes resultados sugerem que os efeitos
centrais da ET-1, particularmente no hipotalamo, sdo importantes para os
eventos observados durante a inflamacao sistémica. Além disso, estudos
anteriores demonstraram a expressao de ET em varias estruturas neuronais e
nao neuronais do SNC, sendo a ET-1 e ET-3 encontradas em regides como:
nucleos circunventriculares, como o 6rgao subfornical, o terceiro ventriculo
anteroventral e area postrema; nucleo supradptico e paraventricular do
hipotdlamo; em varias estruturas diencefalicas importantes na modulagao
neuroenddcrina; e no liquido cefalorraquidiano (LCR) (KUWAKI; CAO; KUMADA,
1994; MORTENSEN, 1999). Neste ultimo a ET-1 e ET-3 possuem concentracoes
similares (KUWAKI; CAO; KUMADA, 1994; MORTENSEN, 1999). Porém
estudos sdo necessarios para descrever um possivel papel da ET-3 no processo
inflamatorio, considerando sua presenga em regides importantes para a resposta
febril, por exemplo. Ja a ET-2 esta mais expressa nos ovarios e células epiteliais
intestinais (KAWANABE; NAULI, 2011; KEDZIERSKI; YANAGISAWA, 2001),
nao estando disponivel na literatura estudos que apresentam uma provavel

relacdo na sua expressao com areas importantes para o processo inflamatério.

1.4 A importancia do sistema serotoninérgico no hipotalamo

Como mencionado anteriormente, a AVPO possui neurbnios
termorreguladores que séo inibidos pela PGE> (NAKAMURA, 2011). Essa regido
do hipotalamo recebe proje¢des diretas do nucleo da rafe, importante fonte de

serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) no sistema nervoso central (NAKAMURA,
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2011; OKA; OKA; KOBAYASHI; SUGIMOTO et al., 2003). Mota et al.
demonstraram que a administracdo de LPS reduziu os niveis enddégenos de 5-
HT no hipotadlamo de ratos machos. Adicionalmente, o tratamento de animais
com 5-HT administrada na AVPO reduziu a resposta febril e os niveis de PGE2
associados a esta resposta apos a administragao de LPS, enquanto nos animais
controle que receberam veiculo, a 5-HT ndo provocou alteracdes na temperatura
corporal, demonstrando que ¢é possivel que a modulacdo do sistema
serotoninérgico ocorra apos a presenca de um desafio imunolégico (MOTA;
RODRIGUES-SANTOS; FERNANDEZ; CAROLINO et al., 2017). A
administracgao i.c.v. de 5-HT também reduziu os niveis plasmaticos de TNF-a, IL-
18 e IL6 e os niveis esplénicos de TNF-a induzidos por LPS (MOTA; BORGES;
AMORIM; CAROLINO et al., 2019). Esses dados sugerem que a liberacéo de 5-
HT esta reduzida no hipotalamo durante a inflamacao sistémica induzida por LPS
em ratos machos. Esta redugao na liberagdo de 5-HT no hipotalamo parece
favorecer uma maior sintese de prostaglandinas, o que resulta em uma resposta
febril, aumentando a resposta imune inata através da inibicdo da via anti-
inflamatoria sistémica ou reflexo inflamatério. Esta via neural é responsavel por
monitorar e ajustar a resposta inflamatdria reflexivamente, uma vez que desafios
imunoldgicos irdo ativar vias sensoriais que irdo transmitir informacao ao
hipotalamo, ao mesmo tempo como um reflexo, ocorrera a ativagéo de vias anti-
inflamatorias, que terdo uma agao oposta, reduzindo a liberagcao de citocinas na
circulagcao e controlando este processo (BOROVIKOVA; IVANOVA; ZHANG;
YANG et al., 2000; MOTA; BORGES; AMORIM; CAROLINO et al., 2019;
TRACEY, 2002).

Estudos anteriores demonstraram que os receptores de 5-HT, 5-HT1A e
5-HT2A desempenham um papel importante na termorregulacao (PETROIANU,
2022), e que em ratas ovariectomizadas, as vias neuronais relacionadas a estes
receptores sofrem alteragdes, o que sugere que as ondas de calor caracteristicas
no periodo da menopausa possam ter relagdo com estes receptores. Porém,
ainda nao esta claro como ocorrem estas alteragcdes na expressao de 5-HT e
seus receptores apos a ovariectomia (WANG; CUI; JIN; WANG et al., 2016). O
receptor 5-HT1A é considerado um receptor pré-sinaptico e € o unico subtipo
expresso em neurdnios serotoninérgicos (BARNES; SHARP, 1999). Além disso,
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juntamente com o 5-HT2A, estes receptores também estao expressos em células
pos-sinapticas e medeiam a hiperpolarizacédo e despolarizagdo dos neurénios,
podendo modular fungdes opostas no cérebro, conforme ativagdo (JU;
FERNANDEZ-ARROYO; WU; JACKY et al., 2020). Wang e colaboradores,
demonstraram que camundongos fémeas ovariectomizadas apresentam um
aumento na expressao destes receptores de 5-HT. Apesar disso, a 5-HT
disponivel para ligagdo diminui, tornando estes receptores disfuncionais,
gerando uma alteracédo entre o equilibrio da produgado e dissipagao de calor,
podendo ser este um dos mecanismos responsaveis pelo aumento da
temperatura corporal nestes animais (WANG; SUN; WANG; WANG et al., 2024).
Apesar disso, os receptores de estrogénio estdo amplamente distribuidos no
cérebro e podem afetar neurdnios ligados diretamente a diferentes respostas,
incluindo respostas neuroinflamatorias, onde a 5-HT parece estar relacionada
com estes processos (HUANG; OCHANDARENA; PHILSON; HYUN et al.,
2019).

No entanto, ndo esta claro qual mediador inflamatério promove esta
modulagao nos niveis hipotalamicos de 5-HT, e como ocorre a redugao deste
neurotransmissor apdés a administracdo de LPS. Carrefo-Gutiérrez et al.,
utilizando peixe-zebra que apresentava uma mutagdo no receptor aa da
endotelina (ednraa-/-), observaram que estes animais apresentavam
comportamento alterado e niveis aumentados de 5-HT no sistema nervoso
central, sugerindo uma possivel interacdo entre os dois sistemas (CARRENO
GUTIERREZ; COLANESI; COOPER; REICHMANN et al., 2019). Portanto, é
possivel que niveis elevados de ET-1 no sistema nervoso central sejam

responsaveis pela reducéo dos niveis hipotalamicos de 5-HT.
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2. Hipoétese

Como a ET-1 é um mediador central da resposta febril, hiperalgesia e
hipolocomocao induzida pelo LPS e atua no hipotdlamo em paralelo com as
prostaglandinas para induzir febre e existem evidéncias de uma interagéo entre
o a ET-1 e os niveis de serotonina no SNC, levantamos a possibilidade de que
a ET-1 seria uma possivel candidata a ser o mediador central responsavel pela

reducdo dos niveis de 5-HT nesta area durante a resposta febril.
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3. OBJETIVO

3.10bjetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar a possivel interagdo entre
os sistemas endotelinérgico e serotoninérgico no hipotalamo durante a

endotoxemia em ratos machos e fémeas.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os niveis hipotalamicos de 5-HT e de seu metabolito 5-HIAA no
hipotalamo de ratos machos e fémeas apds a administracao de diferentes
doses de LPS.

e Avaliar se o bloqueio de receptores endotelinérgico ETg pelo BQ788,
modulam os niveis de 5-HT e de seu metabdlito induzida pela
administracdo de LPS concomitantemente com a redugdo na resposta
febril e da hipolocomogao em ambos os sexos.

e Avaliar se a administragao i.c.v. de ET-1, em doses que induzem febre e
hipolocomogéo, modulam os niveis de 5-HT e 5-HIAA no hipotalamo de

ratos machos e fémeas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os experimentos foram conduzidos em ratos Wistar (Rattus norvegicus),
machos e fémeas, com 90 dias de idade, provenientes do Biotério do Setor de

Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Os animais foram alojados quatro por caixa, em sala com temperatura e
umidade controlada (22 £ 1°C), em ciclo claro/escuro de 12 horas, com luzes

acesas as 7 h e livre acesso a comida e agua filtrada.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Instituicdo (CEUA-BIO/UFPR, protocolo n° 1444) e foram
realizados de acordo com as Diretrizes Internacionais para Cuidado Animal e
com as Diretrizes Brasileiras para Experimentacdo Animal definidas pelo

Conselho Nacional de Controle na Experimentagao Animal (CONCEA).

4.2Drogas

Lipopolissacarideo de E. coli 0111:B4, Endotelina-1, e o antagonista
seletivo do receptor ETs - BQ788 [2,6-Dimetilpiperidinacarbonil-yMetil-Leu-Nin-
(Metoxicarbonil)-d-Trp-d-Nle, N-[N- [(2,6-Dimetil-1-piperidinil)carbonil]-4-metil-I-
leucil]-1-(metoxicarbonil)-d-triptofil]-d-norleucina sal sddico] foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasil). Cetamina, Xilazina e Isoflurano foram
adquiridos da Syntec do Brasil Ltda (Santana do Parnaiba, SP, Brasil). A

terramicina e o cetoprofeno foram de qualidade comercial.
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4.3 Implante da canula para administragao

intracerebroventricular

Para administragao intracerebroventricular (i.c.v.) das drogas, os animais
foram submetidos ao implante de uma canula guia no ventriculo lateral uma
semana antes do experimento. Para tanto, os animais foram anestesiados com
cetamina (90 mg/kg, intraperitoneal - i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.). Apos
tricotomia e assepsia da pele, os animais foram imobilizados em aparelho
estereotaxico. Aproximadamente 0,2 ml de solu¢cdo de lidocaina a 2% com
vasoconstritor foi administrado por via subcutédnea no topo da cabecga, seguido
de uma incisdo de aproximadamente 1 cm de didmetro na pele para expor o
cranio. Esse procedimento facilita a retirada do periosteo, ajudando a inibir o
estimulo doloroso e diminuindo o sangramento. Apés a localizagdo do bregma
(tomado como ponto de referéncia), os parametros estereotaxicos utilizados para
perfuragao do cranio e implante da canula no ventriculo lateral direito foram: -0,8
mm anteroposterior e 1,5 mm lateral, com inclinagao de -3,3 mm do barra incisal
(PAXINOS; WATSON, 1998). Uma céanula estéril de ago inoxidavel (16 mm de
comprimento e 0,7 mm de didmetro) foi implantada no tecido cerebral com uma
coordenada ventral de 2,5 mm abaixo da superficie craniana (PAXINOS;
WATSON, 1998). Apds a cirurgia, os animais foram tratados com oxitetraciclina
(Terramicina, 400 mg/kg, i.m.) como profilaxia cirurgica e cetoprofeno (15 mg/kg,
por via oral, durante 2 dias) para analgesia. Ao final de todos os experimentos,
foram injetados 2 pl de azul de Evans (1 % em solugao salina), os cérebros foram
removidos e a presenca do corante no ventriculo lateral foi verificada
macroscopicamente. Os animais que apresentaram deslocamento da céanula,
bloqueio da canula durante a inje¢ao ou ganho anormal de peso corporal apos a

cirurgia foram excluidos do estudo.
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4 4Implante de Registradores Remotos

Durante a cirurgia estereotaxica descrita acima e sob a mesma anestesia,
0s animais receberam transmissores remotos para medigdo da temperatura
corporal (BRITO; RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et al., 2016).
Resumidamente, apds laparotomia de aproximadamente 2 cm na linha média,
transmissores remotos de temperatura previamente programados e higienizados
(Subcue Dataloggers, Calgary, Canadd) foram implantados na cavidade

peritoneal e a cavidade suturada.

4.5 Modelo de Endotoxemia (Inflamagao Sistémica)

A endotoxemia com consequente inducdo de inflamagao sistémica foi
induzida por injecao i.p. de lipopolissacarideo (LPS) em doses de 50 e 100 ug/kg
conforme descrito anteriormente (BRITO; RADULSKI; WILHELMS;
STOJAKOVIC et al., 2016; LOMBA; CRUZ; COELHO; LEITE-AVALCA et al.,
2021; MOTA; RODRIGUES-SANTOS; FERNANDEZ; CAROLINO et al., 2017).
Essas doses de LPS foram escolhidas por causarem resposta febril,

hipolocomocéo e redugao dos niveis de 5-HT no hipotalamo.

4.6 Registro de temperatura e administragcao das drogas

Uma semana apés os procedimentos cirdrgicos, os animais foram
aclimatados a 28°C + 1°C (ou seja, zona termoneutra para ratos) (GORDON,
1990). A temperatura corporal (Tc) foi monitorada continuamente em intervalos
de 15 minutos durante pelo menos 2 h antes de qualquer injegdo para determinar
a temperatura basal. As injegées i.p. foram feitas em um volume de 2 ml/kg e as
injecdes i.c.v. em um volume de 2 pl. As injegdes i.c.v. foram realizadas sob
condigbes assépticas, utilizando uma agulha de micro injecdo (30G) conectada
a uma seringa de Hamilton (25uL) por um tubo de polipropileno. A agulha

projetou-se 2 mm além da ponta da canula e o volume foi injetado suavemente
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durante 1 min. A Tc dos animais foi entido monitorada continuamente em

intervalos de 15 minutos durante 5 horas apds a inje¢do do estimulo pirogénico.

4.7 Teste do Campo Aberto

A movimentagao espontanea do animal foi avaliada pelo teste de campo
aberto 5 h apds a administragao do pirogénio. Resumidamente, cada animal foi
colocado individualmente no centro do aparato do campo aberto (30 x 60 x 60
cm), com divisao por linhas em 9 quadrantes, e sua movimentagado no aparato
foi filmada por 3 min para posterior analise (ASANO, 1986; SMIRNOV;
SITNIKOVA, 2019). A luminosidade no ambiente foi reduzida para 10-20 Lux 30
min antes da colocagdo do animal no aparato para favorecer a sua
movimentagdo. O aparato foi limpo com etanol 70% apds cada animal ter sido
testado para evitar efeitos de odor residual. O numero de cruzamentos foi
avaliado posteriormente nos filmes e a distancia percorrida, velocidade e o mapa
de calor foram obtidos utilizando o software Ethovision® (Noldus, Wageningen,
Holanda).

4.8 Coleta do Hipotalamo

Imediatamente apdés a avaliagdo no campo aberto, os animais foram
anestesiados com isoflurano, eutanasiados por decapitagao e os cérebros foram
rapidamente removidos do cranio e colocados sobre uma superficie fria de vidro.
O hipotalamo foi dissecado (PAXINOS; WATSON, 1998), imediatamente
congelado em gelo seco, pesado e armazenado a -80°C para posterior analise

de neurotransmissores por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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4.9Protocolos Experimentais

A fim de facilitar a compreensdo os protocolos descritos abaixo, seréo
apresentados como uma linha do tempo acima da figura relacionada a resposta
febril sendo o mesmo para os resultados subsequentes (hipolocomogéo e niveis

de neurotransmissores)

Efeito do LPS na resposta febril, hipolocomo¢cdo e nos niveis de

neurotransmissores no hipotalamo de ratos machos e fémeas.

No primeiro conjunto de experimentos, ratos machos e fémeas receberam
diferentes doses de LPS (50 e 100 ug/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de veiculo
(solugao salina) e a temperatura corporal foi monitorada por 5 horas. Apds esse
periodo, os animais foram testados no campo aberto. Os animais foram entao
eutanasiados com isoflurano e o hipotadlamo anterior coletado, rapidamente
congelado em gelo seco e armazenado a -80°C para posterior analise dos niveis
de 5-HT, 5-HIAA e dopamina por HPLC.

Efeito do BQ788 na resposta febril, hipolocomogdo e na modulagéo dos
niveis hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA induzidas por LPS em ratos machos e

fémeas

Animais de ambos os sexos foram tratados com BQ788 (3 e 6 pmol, i.c.v.
em machos e 6 pmol, i.c.v. em fémeas) ou 0 mesmo volume de veiculo (solugao
salina) e apdés 15 min receberam LPS (100 ug/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de
veiculo (solugdo salina) e a temperatura corporal foi monitorada por 5 horas.
ApoOs esse periodo, os animais foram testados no campo aberto. Os animais
foram entdo eutanasiados com isoflurano, o hipotalamo anterior coletado,
rapidamente congelado em gelo seco e armazenado a -80°C para posterior
analise dos niveis de 5-HT e 5-HIAA por HPLC.
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Efeito da ET-1 na resposta febril, hipolocomog¢do e na modulagcdo dos

niveis hipotalémicos 5-HT e 5-HIAA em ratos machos e fémeas

Animais de ambos os sexos foram tratados com ET-1 (1 pmol, i.c.v.) ou o
mesmo volume de veiculo (solugdo salina) e a temperatura corporal foi
monitorada por 5 h. Apds esse periodo, os animais foram testados no campo
aberto. Os animais foram entdo eutanasiados com isoflurano, o hipotalamo
anterior coletado, rapidamente congelado em gelo seco e armazenado a -80°C

para posterior analise dos niveis de 5-HT e 5-HIAA por HPLC.

4.10 Avaliagcao dos niveis de neurotransmissores por HPLC

Para avaliacdo dos niveis de neurotransmissores, a amostra de tecido
hipotaldamico ja pesada, foi homogeneizada com um disruptor celular
ultrassénico em acido perclérico 0,1 M contendo metabissulfito de sodio 0,02%
e um padrao interno (50 ng/ml 3,4-dihidroxibenzilamine, Sigma-Aldrich). As
amostras foram entdo centrifugadas a 10.000 x g por 20 minutos a 4°C. Vinte
microlitros de sobrenadante foram injetados no HPLC. A fase mével consistiu em
20 g de acido citrico monohidratado (Merck), 200 mg de sal sddico de acido
octano-1-sulfénico (Merck), 40 mg de acido etilenodiaminotetracético (EDTA,
Sigma) e 900 ml de agua deionizada grau HPLC e filtrada através de um Filtro
de 0,45 um. Metanol (Merck) foi entao adicionado para uma composicao final de
10% de metanol (v/v). A concentragao de 5-HT, 5-HIAA e dopamina foi avaliada

por HPLC de fase reversa com detecgéao eletroquimica.

O sistema consistiu em uma coluna de fase reversa Synergi Fusion-RPC-
18 (150 x 4,6 mm de diametro interno, tamanho de particula de 4 ym) equipada
com uma pré-coluna de 4 x 3,0 mm (SecurityGuard Cartridges Fusion-RP), um
detector eletroquimico (detector eletroquimico ESA Coulochem lll) equipado
com uma célula de guarda (ESA 5020) com eletrodo ajustado em 350 mV e uma
célula analitica de eletrodo duplo (ESA 5011A), e uma bomba LC-20AT
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo) equipada com injetor manual Rheodyne 7725

com loop de 20 pL.
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A coluna foi mantida dentro de um forno com temperatura controlada
(25°C, Shimadzu Corp., Kyoto, Japao). A célula possuia duas camaras em série:
cada camara incluiu um eletrodo colorimétrico de grafite poroso, um contra
eletrodo duplo e um eletrodo duplo de referéncia. Os potenciais oxidantes foram
ajustados em 100 mV para o primeiro eletrodo e 450 mV para o segundo
eletrodo. Os neurotransmissores foram detectados no segundo eletrodo. As
areas de pico dos padrdes foram utilizadas para quantificar os picos da amostra.
Os dados foram expressos em ng/g de tecido com base em estudos anteriores
(MOREIRA; BARBIERO; ARIZA; DOMBROWSKI et al., 2012).

4.11 Analise Estatistica

A temperatura basal de cada animal foi calculada como a média de 3 a 4
medi¢des consecutivas antes de qualquer injecédo. As variagdes (A) na Tc foram
calculadas como a diferengca entre a Tc em momentos especificos e a
temperatura basal. Os resultados sao expressos como média + erro padrao da
meédia (EPM). A resposta febril foi analisada por analise de varidncia de medidas
repetidas de dois fatores (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. Os
dados de campo aberto (numero de cruzamentos, distancia percorrida e
velocidade) e dos niveis de neurotransmissores foram analisados por ANOVA
de uma via seguido de teste post hoc de Bonferroni ou teste t de Student
conforme apropriado. Os dados foram analisados utilizando o software Prism 6
(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1Resposta febril, hipolocomogao e niveis de neurotransmissores no

hipotalamo de ratos machos e fémeas apés injegcao de LPS.

A administragdo do veiculo ndo alterou significativamente a temperatura
corporal dos animais (machos e fémeas). O LPS, em doses de 50 e 100 ug/kg,
induziu uma resposta febril significativa em ratos machos e fémeas. No entanto,
enquanto nos machos nao foram observadas diferencas na intensidade da
resposta induzida por estas duas doses diferentes (Fig. 1A), nas fémeas a
resposta febril foi dependente da dose, e a dose de 50 pg/kg foi
significativamente inferior a 100 ug/kg (Fig. 1B). A resposta febril induzida por
100 upg/kg foi semelhante em ratos machos e fémeas. Concomitantemente,
animais de ambos os sexos apresentaram hipolocomogao caracteristica do
comportamento de doenca apds administracdo de LPS nas duas doses em
comparagao aos animais que receberam veiculo, com redugdo no numero de
cruzamentos (Fig. 2A), distancia percorrida (Fig. 2B), e velocidade (Fig. 2C). Nao
foram observadas diferencas significativas entre as duas doses de LPS nestes
parametros. O mapa de calor exemplifica essa redugcdo nos diferentes

tratamentos (Fig. 2D).

A Figura 3 mostra os niveis dos neurotransmissores avaliados no
hipotalamo. A administracdo de LPS em doses mais baixas nao alterou
significativamente os niveis de 5-HT e 5-HIAA no hipotalamo de ratos machos
ou fémeas (Fig. 3A e 3B). No entanto, uma dose mais elevada de LPS, 100
Mg/kg, reduziu os niveis de 5-HT e 5-HIAA no hipotalamo de ratos machos
enquanto aumentou os niveis deste neurotransmissor e do seu metabolito em
fémeas (Fig. 3A e 3B). A Figura 3C mostra que essa diferenca sexual se restringe
a 5-HT e 5-HIAA hipotalamicos, uma vez que o LPS, em ambas as doses e em

ambos os sexos, reduziu significativamente os niveis de dopamina.
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Figura 1: Resposta febril induzida por diferentes doses de LPS em
ratos machos e fémeas. Os animais foram injetados com LPS (50 pg/kg
ou 100 pg/kg i.p.) ou o mesmo volume de veiculo (V, solugao salina) e a
temperatura corporal foi registrada por 5 h. Os dados mostram a média +
EPM da variagao na temperatura corporal (°C, machos: n = 6-7 / fémeas: n=
6-7). * indica diferenga estatistica em relacdo ao grupo veiculo, p<0,05,
ANOVA de duas vias, seguida do teste post hoc de Bonferroni. # indica
diferenga estatistica em relagdo ao grupo LPS 100 pg/kg, p<0,05, ANOVA
de duas vias, seguida do teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 2: Efeito da administracdao de LPS na locomog¢ao no campo aberto
em ratos machos e fémeas. Os animais receberam injecdo de LPS (50 ug/kg
ou 100 pg/kg i.p) ou 0 mesmo volume de veiculo (V, solugéo salina) e apdés 5 h
a movimentagao espontanea no campo aberto foi registrada durante 3 min. Os
dados demonstram a média £+ EPM do numero de cruzamentos (A), distancia
(em cm, B) e velocidade (em cm/s, C) em machos (n = 6-7) e fémeas (n = 6-7).
O painel D demonstra um mapa de calor representativo do movimento dos
animais no campo aberto. *Indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo
veiculo, p<0,05, ANOVA de uma via, seguida do teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 3: Efeito da administracdao do LPS nos niveis hipotalamicos de
5-HT, 5-HIIA e dopamina em ratos machos e fémeas. Os animais
receberam LPS (50 ou 100 pg/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de veiculo (V,
solugao salina) e apds 5 h o hipotalamo foi coletado. Os niveis de 5-HT (A),
5-HIIA (B) e dopamina (DA, C) foram analisados por HPLC. Os dados
mostram a média + EPM dos niveis de neurotransmissores hipotalamicos
(ng/g de tecido, machos: n = 6-7 / fémeas: 6-7). *Indica diferenca estatistica
em relagao ao grupo que recebeu veiculo (solu¢ao salina), p<0,05, ANOVA
de uma via, seguida do teste post hoc de Bonferroni.



38

5.2 Efeito do BQ788 na resposta febril, hipolocomog¢ao e na modulacgao
dos niveis hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA induzidas por LPS em

ratos machos e fémeas

O préximo passo foi avaliar se o bloqueio dos receptores endotelinérgicos
ETg pelo BQ788 em ratos machos e fémeas afetaria a hipolocomocéo e os niveis
hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA induzidos pela administracao de altas doses de
LPS. Observamos que a dose de 3 pmol de BQ788 nao alterou a resposta febril
induzida por LPS (100 pg/kg, ip), enquanto uma dose mais elevada do
antagonista (6 pmol) reduziu significativamente esta resposta em ratos machos
(Fig. 4A). Esta dose de BQ788 também foi eficaz na reducao da resposta febril
induzida por LPS em fémeas (Fig. 4B).

O tratamento dos animais com o antagonista do receptor ETB BQ788
atenuou a reducao observada em todos os parametros avaliados no teste de
campo aberto apos injecao de LPS em machos e fémeas, aumentando o numero
de cruzamentos (Fig. 5A), a distancia percorrida (Fig. 5B) e a velocidade (Fig. 5
C). A Figura 5D demonstra o mapa de calor representativo onde os animais
permaneceram em uma area restrita durante o periodo de 3 minutos apods a
administracdo do LPS e voltaram a se movimentar pelo aparato apds o

tratamento com BQ788.

O tratamento com BQ788 reverteu as alteragdes nos niveis hipotalamicos
de 5-HT (Fig. 6A) e 5-HIAA (Fig. 6B) em ratos machos e fémeas.
Especificamente, o tratamento com BQ788 reverteu a redugéo induzida por LPS
nos niveis hipotalamicos de 5-HT e 5HIAA em machos, bem como o aumento

nos niveis de 5-HT e 5HIAA em fémeas.
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Figura 4: Efeito do bloqueio do receptor ETg pelo BQ788 na resposta
febril induzida pela administragdo de LPS em ratos machos e fémeas.
Os animais receberam uma injecao icv de BQ788 (3 ou 6 pMOL) ou veiculo
(V, solugao salina) 30 min antes da inje¢cédo de LPS (100 ug/kg, ip) e a
temperatura corporal foi registrada por 5 h. Os dados demonstram a média
1+ EPM da variagao da temperatura corporal (°C) em ratos machos (n = 8) e
fémeas (n = 8). *indica diferenga estatistica em relagado ao grupo BQ788 +
V, p<0,05, ANOVA de duas vias, seguida do teste post hoc de Bonferroni. #
indica diferenga estatistica em relagado ao grupo V + LPS, p<0,05, ANOVA
de duas vias, seguida do teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 5: Efeito do bloqueio do receptor ETg pelo BQ788 na
hipolocomogao induzida por LPS em ratos machos e fémeas. Os
animais receberam uma injecdo i.c.v. do BQ788 (6 pMOL) ou veiculo
(solugao salina) 30 min antes da injecao do LPS (100 ug/kg, i.p.) e apos 5
h, a movimentagcao espontanea foi avaliada no campo aberto por 3 min. Os
dados mostram a média + EPM do numero de cruzamentos (A), distancia
percorrida (em cm, B) e velocidade (em cm/s, C) em ratos machos (n = 8) e
fémeas (n = 8). A figura D mostra o mapa de calor representativo do
movimento dos animais no campo aberto. * Indica diferenga estatistica em
relacdo ao grupo BQ788 + V, p<0,05, ANOVA de uma via, seguida do teste
post hoc de Bonferroni. # indica diferenga estatistica em relagao ao grupo V
+ LPS, p<0,05, ANOVA de duas vias, seguida do teste post hoc de
Bonferroni.
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Figura 6: Efeito do bloqueio do receptor ETg pelo BQ788 nas alteragoes
dos niveis hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA induzidas por LPS em ratos
machos e fémeas. Os animais receberam uma injegéo i.c.v. de BQ788 (6
pMOL) ou veiculo (V, solugéo salina) 30 min antes da injegdo de LPS (100
Mg/kg, i.p.) ou 0 mesmo volume de veiculo (V, solugéo salina) e apos 5 h, o
hipotalamo foi coletado para avaliacdo de 5-HT e 5-HIAA por HPLC. Os
dados mostram a média £+ EPM de 5-HT (A) e 5HIAA (B) em ng/g de tecido
em ratos machos (n = 8) e fémeas (8). *Indica diferenca estatistica em
relagdo ao grupo BQ788 + V, p<0,05, ANOVA de uma via, seguida do teste
post hoc de Bonferroni. # indica diferenga estatistica em relagédo ao grupo V
+ LPS, p<0,05, ANOVA de uma via, seguida do teste post hoc de Bonferroni.
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5.3Efeito da ET-1 na resposta febril, hipolocomog¢ao e modulagao dos

niveis hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA em ratos machos e fémeas

Posteriormente, avaliamos se a inje¢ao i.c.v. de ET-1, em doses que
induzem febre, promoveria as mesmas alteracées na movimentacéo espontanea
e nos niveis de 5-HT e 5-HIAA no hipotalamo de ratos machos e fémeas. A
administracao de ET-1 induziu uma resposta febril significativa tanto em machos
(Fig. 7A) quanto em fémeas (Fig. 7B). Da mesma forma ao que ocorreu com
doses mais baixas de LPS, a resposta febril induzida pela ET-1 nas fémeas foi
inferior a observada nos ratos machos. Em relagao aos testes comportamentais,
também observamos reducgao significativa no numero de cruzamentos (Fig. 8A),
distancia percorrida (Fig. 8B e velocidade (Fig. 8C). A Fig. 8D exemplifica a
mudanga no comportamento dos animais no campo aberto apds a administracao
de ET-1.

Nos ratos machos, a administracéo de doses pirogénicas de ET-1 reduziu
os niveis hipotalamicos de 5-HT (Fig. 9A) e 5-HIAA (Fig. 9B). No entanto, em
ratas, surpreendentemente, a administragédo i.c.v. de ET-1 também reduziu os
niveis hipotalamicos de 5-HT (Fig. 9A) e 5-HIAA (Fig. 9B).
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Figura 7: Resposta febril induzida pela inje¢cao i.c.v. de ET-1 em ratos
machos e fémeas. Os animais receberam ET-1 (1 pmol, i.c.v.) ou 0 mesmo
volume do veiculo (V, solugao salina) e a temperatura corporal foi registrada
por 5 h. Os dados mostram a média + EPM da variagdo da temperatura
corporal (°C) em machos (n=10) e fémeas (n=14). * indica diferenga
estatistica em relagdo ao grupo V, p<0,05, ANOVA duas vias, seguida do
teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 8: Efeito da administragao de ET-1 na locomog¢ao no campo
aberto em ratos machos e fémeas. Os animais receberam ET-1 (1 pmol,
i.c.v.) ou o mesmo volume de veiculo (V, solugédo salina) e apos 5 h foi
registrada a movimentagao espontanea no campo aberto durante 3 min. Os
dados mostram a média + EPM do numero de cruzamentos (A), distancia
percorrida (em cm, B) e velocidade (em cm/s, C) em ratos machos (n = 10)
e fémeas (n = 14). O painel D mostra um mapa de calor representativo do
movimento dos animais em campo aberto. *Indica diferenga estatistica em
relacdo ao grupo V p<0,05. Teste t de Student.
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Figura 9: Efeito da administragao de ET-1 nos niveis hipotalamicos de
5-HT e 5-HIIA em ratos machos e fémeas. Os animais receberam ET-1 (1
pmol, i.c.v.) ou 0 mesmo volume de veiculo (V, solugao salina) e apdés 5 h o
hipotalamo foi coletado. Os niveis de 5-HT (A) e 5-HIIA (B) foram avaliados
por HPLC. Os dados mostram a média + EPM dos niveis de
neurotransmissores hipotalamicos (ng/g de tecido) medidos por HPLC em
machos (n=10) e fémeas (n=14). * Indica diferencga estatistica entre grupos,
p<0,05, teste t de Student.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que a administragao sistémica de LPS
induz febre em ratos machos e fémeas, mas a intensidade desta resposta é
especifica do sexo. Concomitantemente a resposta febril, foi observado um
comportamento de doenca classico, a hipolocomocéo. O ponto mais importante
demonstrado neste estudo foi uma diferenga sexual relevante entre machos e
fémeas no que diz respeito aos niveis hipotalamicos de 5-HT durante uma
resposta inflamatodria sistémica. Enquanto em ratos machos foi observada uma
reducao nos niveis hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA sugerindo uma redugao na
liberacao deste neurotransmissor, em ratas fémeas ocorreu um aumento nestes
niveis, ou seja, um aumento na liberagdo de 5-HT. De maneira interessante,
tanto a reducdo de 5-HT em machos quanto o aumento de 5-HT em fémeas
foram revertidos pelo antagonista do receptor ETs - BQ788. A injegao
intracerebral de ET-1 em ratos machos também induziu febre, hipolocomogao e
reducao dos niveis de 5-HT e 5-HIAA. Surpreendentemente, a injegao de ET-1
em ratas fémeas induziu uma reducgao dos niveis de 5-HT e 5-HIAA em vez de

um aumento nos niveis deste neurotransmissor.

A dose mais baixa de LPS (50 ug/kg) induziu uma resposta febril menor
em fémeas do que em machos. Esses dados sdo semelhantes aos observados
em um estudo anterior de nosso laboratério utilizando esta dose de LPS para
inducao de febre (BRITO; BARBOSA; REIS; FRAGA et al., 2016). No entanto,
com uma dose mais elevada de LPS, a resposta febril aumentou em fémeas,
enquanto nos machos nenhuma alteragao foi observada. Estes dados sugerem
que enquanto em machos a dose de 50 ug/kg de LPS ja induz uma resposta
maxima, em fémeas esta resposta € menor nesta dose. Estudos anteriores de
Mota e colaboradores (2017) demostraram que a redugao nos niveis de 5-HT em
ratos machos ocorreu com o uso de uma dose mais elevada de LPS para
produzir uma inflamagdo sistémica (MOTA; RODRIGUES-SANTOS;
FERNANDEZ; CAROLINO et al., 2017). Assim, em virtude deste estudo e de

termos observados alteragdes significativas de 5-HT tanto em machos como em
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fémeas no presente estudo os experimentos subsequentes foram conduzidos

usando apenas a dose mais alta.

Demonstramos também que essa resposta febril foi acompanhada de
uma reducdo na movimentacdo espontdnea dos animais, reduzindo sua
velocidade de locomocéao, distancia percorrida e numero de cruzamentos no
campo aberto. Este resultado é importante no presente contexto, pois,
juntamente com a resposta febril, mostra que os animais apresentaram um
comportamento caracteristico da sindrome da doenga. De forma similar,
Pitychoutis et al. (2009) também observaram uma redug¢ao da exploragao social
no campo aberto em ratos machos e fémeas 2 horas apds a injegdo de uma
mesma dose de LPS. Esta redugao, no entanto, nao foi observada 6 horas apoés
a injecao, trazendo divergéncias em relagdo ao tempo da expressao deste
comportamento com o presente estudo. No entanto isso pode refletir uma
diferenga entre o LPS utilizado (outra cepa de E.coli) ou no tempo de avaliagao,
uma vez que o movimento espontdneo foi avaliado por 15 minutos.
(PITYCHOUTIS; NAKAMURA; TSONIS; PAPADOPOULOU-DAIFOTI, 2009).
Posteriormente, 0 mesmo grupo mostrou que esta redugdo na atividade
espontanea no teste de campo aberto pode ser evidenciada 6 horas apos a
administracao utilizando uma dose mais elevada de LPS em camundongos o
que da suporte a hipétese de que o tempo para a expressdo do comportamento
depende da poténcia do LPS utilizado (SENS; SCHNEIDER; MAUCH;
SCHAFFSTEIN et al.,, 2017). Estes autores também demonstraram que a
hipolocomocao pareceu ser mais robusta em machos do que em fémeas. No
presente estudo nao foi possivel identificar diferengas relacionadas ao sexo
neste parametro. Segundo Pitychoutis e colaboradores as fémeas também
parecem lidar melhor com a situagao de estresse durante o nado forgcado, mas
este parametro ndo foi avaliado no presente estudo. Loh et al., (2023) também
observaram uma reducgao dose dependente na atividade espontanea no campo
aberto apods a injecao de LPS. Doses superiores a 10 ug/kg i.p. em ratos machos
também induziram esta resposta (LOH; STICKLING; SCHRANK; HANSHAW et
al., 2023).
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Os niveis hipotalamicos de 5-HT e seu metabdlito 5-HIAA foram reduzidos
apo6s a administragao de LPS em ratos machos. Esses dados também estdo de
acordo com a literatura e sugerem que a indugdo de resposta inflamatoria
sistémica reduz a liberagdo de 5-HT no hipotalamo (MOTA; RODRIGUES-
SANTOS; FERNANDEZ; CAROLINO et al., 2017). Porém, diferentemente do
ocorrido nos machos, a administracdo de LPS em fémeas aumentou os niveis
de 5-HT (Fig. 6) e de seu metabdlito 5-HIAA no hipotalamo sugerindo que ha um
aumento na liberagédo deste neurotransmissor em fémeas durante a inflamacéao
sistémica induzida por LPS. Curiosamente, esta diferenga sexual em relagao a
liberacdo de 5-HT no hipotalamo é bastante especifico, pois observamos que a
liberagao de dopamina foi reduzida em ambos o0s sexos apos a administracéo de
LPS.

Em 1984, Simerly et al. demonstraram que o nucleo pré-6ptico medial do
hipotalamo de ratos €, do ponto de vista morfolégico sexualmente dimérfico. Esta
area parece ser maior nos machos e conter uma menor densidade de fibras
coradas com 5-HT (SIMERLY; SWANSON; GORSKI, 1984a). Posteriormente,
esses autores mostraram que as projegdes serotoninérgicas para o nucleo pre-
Optico medial originam-se de neurdnios dos nucleos dorsal e mediano da rafe e
da regido adjacente ao lemnisco medial. (SIMERLY; SWANSON; GORSKI,
1984b). Posteriormente, Carlsson & Carlsson (1988) também demonstraram que
as proporgdes 5-HIAA e 5-HT eram significativamente maiores em fémeas na
area hipotalamo/pré-optica. (CARLSSON; CARLSSON, 1988). Esses autores,
semelhante ao que encontramos no presente estudo, ndo observaram

diferencas nos niveis de dopamina.

Estas diferencas morfologicas no sistema serotoninérgico que atinge o
hipotalamo sao importantes, mas podem néo refletir necessariamente diferengas
nos resultados finais quando da ativacao deste sistema. Por exemplo, Goel et al.
demonstraram que, apesar das diferengas morfologicas ja citadas no sistema
serotoninérgico, machos e fémeas apresentavam perfis regionais semelhantes
de habituacdo celular da ativagédo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) a
exposicao repetida ao estresse, sugerindo substratos comuns do sistema
nervoso central de adaptacdo neuroendocrina. No entanto, esta semelhanca
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entre machos e fémeas quanto a ativacdo do eixo HPA pode também sofrer
influéncia de outras diferengas sexuais subjacentes no controle serotoninérgico
que normalmente estimula o eixo HPA, como a percepcao do estresse por
machos e fémeas (GOEL; PHILIPPE; CHANG; KOBLANSKI et al., 2022).
Diferentemente deste estudo, onde foi avaliada a ativacdo do eixo HPA ao
estresse repetido, mostramos no presente estudo que durante uma resposta
inflamatoria sistémica esse sistema é regulado diferencialmente. Enquanto nos
machos ha uma redugao nos niveis de 5-HT e 5-HIAA, nas fémeas estes niveis
estdo aumentados. Pitychooutis et al. (2009) ndo observaram diferencas
significativas nos niveis de 5-HT ou 5-HIAA no hipotalamo de machos, mas
observaram um aumento significativo de 5-HT em fémeas 2 horas apdés a injecao
de LPS (PITYCHOUTIS; NAKAMURA; TSONIS; PAPADOPOULOU-DAIFOTI,
2009). Além disso, ao avaliarem a relagao 5-HIAA/5-HT, observaram redugéao
nos machos e aumento nas fémeas. Este resultado esta em consonancia com
0s nossos resultados e as pequenas discrepancias podem depender, como
mencionado anteriormente, da cepa da bactéria ou do momento da avaliagao.
Em geral, todos estes estudos confirmam que, apds a administragao de LPS, a
resposta serotoninérgica no hipotalamo pode ser diferenciada pelo sexo frente
ao estimulo que a causa. Enquanto em algumas situagdes n&o se observa esta
diferenca, em outras, como na inflamac&o sistémica ela é evidente. E importante
ressaltar que existem estudos que demonstram que as fémeas apresentam
aumento na liberagdo de 5-HT em outras areas cerebrais além do hipotalamo,
principalmente no sistema limbico, incluindo cértex pré-frontal, hipocampo e
amigdala (PITYCHOUTIS; NAKAMURA; TSONIS; PAPADOPOULOU-DAIFOTI,
2009). E a acao deste neurotransmissor em outras areas cerebrais certamente

€ importante para o comportamento de doenca.

Em ratos machos, Mota et al. (2017) demonstraram que o aumento da
sintese de prostaglandinas no AVPO esta relacionado a redugao da liberagao de
5-HT. Nestes estudos, os autores mostraram que a injegcao i.c.v. de 5-HT reduziu
os niveis de PGE2 na AVPO e os niveis periféricos de IL-6 concomitantemente
com a redugado da resposta febril induzida pelo LPS (MOTA; RODRIGUES-
SANTOS; FERNANDEZ; CAROLINO et al, 2017). Os autores também
observaram que a injecdo de 5-HT no AVPO reduziu o aumento da
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corticosterona plasmatica induzido por LPS, ressaltando a importancia deste
neurotransmissor em ativar o eixo HPA. Portanto, os autores especularam que
o nivel de 5-HT no hipotalamo € um mecanismo chave para modular diversos
circuitos cerebrais envolvidos na ativagdo do eixo HPA (PAVLOV; WANG;
CZURA; FRIEDMAN et al., 2003) bem como as vias anti-inflamatérias
colinérgicas vagais reduzindo os niveis periféricos de IL-6 (PAVLOV; TRACEY,
2005; TRACEY, 2002). Estas ultima suposi¢cao baseia-se em dados relatados
por varios estudos que demonstraram que o nervo vago desempenha um papel
fundamental na limitagao da resposta inflamatdria (uma via denominada via anti-
inflamatoria colinérgica ou braco eferente do reflexo inflamatério) (TRACEY,
2002). Posteriormente, os autores mostraram que a injecéo i.c.v. de 5-HT
também reduziu os niveis de citocinas no plasma e os niveis esplénicos de TNF-
a (MOTA; BORGES; AMORIM; CAROLINO et al., 2019). Portanto, os autores
sugerem que a 5-HT hipotalamica ativa esse importante mecanismo anti-
inflamatdrio. Assim, a sua reducdo durante a inflamacao sistémica em ratos
machos facilitaria (ou aumentaria) a ocorréncia da resposta febril por exemplo.
Se em fémeas houver, portanto, um aumento da liberacdo de 5-HT no
hipotdlamo em vez de redugdo, pode-se sugerir que esse reflexo anti-
inflamatoério esteja mais ativo e, desta forma contribuindo para a menor
intensidade da febre observada nas fémeas. E interessante ressaltar a
importancia que esta informagcao poderia ter para a terapéutica de doencas
inflamatorias sistémicas. A ativacao da via anti-inflamatéria colinérgica tem sido
sugerida como terapéutica adicional para amenizar diversas condi¢bes como
endotoxemia, sepse, lesdo de isquemia-reperfusao entre outras (KELLY;
BREATHNACH; TRACEY; DONNELLY, 2022) e se os resultados do presente
estudo indicam que poderia ser diferente proceder esta ativagdo em machos e

fémeas ou em homens e mulheres.

Como foi demonstrado que a ET-1 participa como mediador central da
resposta febril induzida pelo LPS (FABRICIO; SILVA; RAE; D'ORLEANS-JUSTE
et al., 1998) em uma via independente e/ou paralela a indugao da sintese de
prostaglandinas (FABRICIO; VEIGA; CRISTOFOLETTI; NAVARRA et al., 2005;
ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015). No entanto, os mecanismos pelos

quais isso ocorre ainda nao foram esclarecidos. Estudos mais recentes do nosso
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grupo confirmaram que, de maneira similar ao que ocorre em machos a ET-1
também participa de resposta febril induzida pelo LPS nas fémeas (BRITO;
RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et al., 2020; COELHO; CRUZ; MABA;
ZAMPRONIO, 2021). Corroborando estes e outros estudos anteriores
mostramos no presente estudo que a injegdo i.c.v. de do antagonista de
receptores ETg BQ788 reduziu a resposta febril induzida por LPS em ratos
machos e fémeas (COELHO; CRUZ; MABA; ZAMPRONIO, 2021; FABRICIO;
RAE; ZAMPRONIO; D'ORLEANS-JUSTE et al., 2006). No presente estudo, a
dose de BQ788 necessaria para observar esse efeito foi superior a utilizada
anteriormente, uma vez que a dose de LPS também foi superior. A administracao
de BQ788 também reduziu todos os paréametros avaliados no movimento
espontaneo, confirmando que este antagonista foi capaz de reduzir as respostas
associadas a sindrome da doenga (LOMBA; CRUZ; COELHO; LEITE-AVALCA
et al., 2021). Confirmando nossa hipotese, a administragdo de BQ788 em
machos reverteu a redugao nos niveis hipotalamicos de 5-HT e 5-HIAA,
enquanto nas fémeas o antagonista reverteu o aumento de 5-HT e 5-HIAA.
Esses dados em conjunto sugerem que a ET-1 esta envolvida tanto na reducao
dos niveis de 5-HT nos ratos machos quanto no aumento de 5-HT nas fémeas,

modulando os niveis de 5-HT hipotalamico.

No entanto, o presente estudo apresenta algumas limitagées, uma vez
gue nao sabemos exatamente em que regido cerebral o antagonista do receptor
ETg estd atuando uma vez que este antagonista foi injetado por via i.c.v. Como
mencionado anteriormente, a fonte de 5-HT hipotalamica sao os nucleos da rafe
(SIMERLY; SWANSON; GORSKI, 1984b) mas esses receptores também sao
encontrados em outras células além dos neurbnios, como os astrocitos
(MORGA; FABER; HEUSCHLING, 2000) e a microglia (FLEISHER-
BERKOVICH; FILIPOVICH-RIMON; BEN-SHMUEL; HULSMANN et al., 2010).
Portanto, novos estudos devem abordar esta questao para determinar onde o
antagonista do receptor ETg esta agindo, se € no hipotalamo ou nos nucleos da
rafe.

Posteriormente, injetamos ET-1 em machos e fémeas para avaliar se

poderiamos reproduzir as mesmas alteracbes observadas apos a injecao de
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LPS. A injecédo i.c.v. de ET-1 induziu febre em ratos machos e fémeas, que foi
acompanhada de redugdao nos movimentos espontdneos confirmando os
resultados obtidos com o BQ788 neste estudo e reafirmando a participacao
central deste peptideo nessas respostas. Estes dados também corroboram
estudos anteriores (BRITO; RADULSKI; WILHELMS; STOJAKOVIC et al., 2020;
LOMBA; CRUZ; COELHO; LEITE-AVALCA et al., 2021). No entanto, enquanto
ainjecao de ET-1 reduziu os niveis de 5-HT e 5-HIAA nos machos (como ocorreu
com a administracéo do LPS), nas fémeas também foi observada uma redugéao
dos niveis de 5-HT e 5-HIAA, e ndo um aumento (Fig. 6). Mais estudos seréo
necessarios para esclarecer esta dicotomia entre os efeitos do BQ788 na
resposta induzida por LPS e ET-1 em fémeas em relagao a liberagao de 5-HT no

hipotalamo.

Um ponto importante que deve ser levado em conta é que a injegao in
bolus de ET-1 no sistema nervoso central tanto em machos como em fémeas
nao simula exatamente o que ocorre com 0 aumento quantitativo gradual e
constante deste peptideo ap6s a injecéo de LPS. E possivel que a resposta para
esta questao possa ser melhor entendida através da injecao de diferentes doses
de ET-1 no sistema nervoso central. Adicionalmente, sabemos bem menos sobre
a regulacado serotoninérgica no sistema nervoso central em fémeas do que
sabemos em machos visto que, em estudos mais antigos, somente machos
foram utilizados. E de fato este pode ser um ponto crucial pois tanto o presente
estudo como e estudos anteriores sugerem que a transmissao serotoninérgica
no sistema nervoso central em fémeas é mais complexa do que em macho
(PITYCHOUTIS; NAKAMURA; TSONIS; PAPADOPOULOU-DAIFOTI, 2009).

Tomados em conjunto, estes resultados apresentados no presente estudo
sugerem que a ET-1 aumenta no sistema nervoso central apés uma inflamacéao
sisttmica e é o mediador inflamatério responsavel pela redugao dos niveis
hipotalamicos de 5-HT em ratos machos (Fig. 10). Nas fémeas, esse peptideo
também é importante para o aumento dos niveis hipotalamicos de 5-HT, mas os
mecanismos pelos quais isso ocorre necessitam de mais estudos (Fig. 10). Os

dados apresentados também confirmam e corroboram estudos anteriores que a
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acao da ET-1 no sistema nervoso central, via receptores ETB também é

importante para o desenvolvimento da resposta febril e para a hipolocomocao.

Figura 10: Representagdo esquematica desenvolvida a partir dos
resultados propostos e encontrados neste trabalho. O aumento de 5-HT no
hipotalamo ativaria a via descendente inibitoria no nervo esplénico que reduziria
a liberagcao de TNF-a (via anti-inflamatéria). Em vermelho podemos observar a
acao diferencial da ET-1 em machos e fémeas. Em machos, a ET-1 seria
responsavel pela redugao dos niveis de 5-HT, reduzindo assim a ativacao da via
anti-inflamatoéria. Em fémeas, a ET-1 aumenta os niveis de 5-HT no hipotalamo.
Os pontos de interrogacdo e as vias em setas pontilhadas representam

mecanismos que ainda necessitam de mais esclarecimentos.
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7. CONCLUSAO

Durante a inflamacao sistémica, ratos machos e fémeas apresentam um
importante dimorfismo sexual quanto a liberacao de 5-HT no hipotalamo, embora
as respostas relacionadas a sindrome da doenga (febre e hipolocomogao) sejam
semelhantes. Além disso, a ET-1 € um importante mediador envolvido tanto na
reducao da 5-HT hipotalamica nos machos quanto no aumento da 5-HT nas

fémeas.
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